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DETECCION DE ESPECIES DE Helicobacter EN PERROS Y HUMANOS
RESUMEN

Helicobacter es un género bacteriano Gram negativo que coloniza el estbmago de humanos y
perros, entre otros mamiferos. La especie mas frecuentemente hallada en la mucosa gastrica del
hombre es H. pylori, implicada en la patogénesis de las gastritis cronicas, Ulceras y neoplasias
gastricas, sin embargo, existen otras especies de Helicobacter en el estbmago del hombre, como
H. suis, H. bizzozeronii, H. felis, H. salomonis y H. heilmannii sensu stricto, denominadas
Helicobacter no H. pylori (NHPH). El perro tiene una altisima prevalencia de infeccion de su
mucosa gastrica con estas especies de NHPH, H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis, H.
cynogastricus y H. heilmannii sensu stricto y es comun la infeccion de dos o mas especies en
forma conjunta, mientras que H. pylori no lo infecta en forma natural. La deteccion de especies
NHPH en la mucosa del estbmago de seres humanos con enfermedad gdstrica y en un alto
porcentaje de perros, sugiere la posibilidad de que estos animales jueguen un rol importante en la
patogenia y transmision de la infeccién al hombre, postulandose la via de transmisién oral-oral o
bien fecal-oral. Si bien existen estudios en distintas zonas geograficas del mundo acerca de las
especies NHPH, tanto en humanos como en perros, y algunos reportes aislados de casos
humanos infectados con NHPH que motivé la busqueda de estas especies en sus perros, no hay
investigaciones que describan un estudio planificado que relacione la presencia de estas especies
en un namero significativo de humanos y de sus perros. El objetivo de este trabajo fue determinar
si las personas con signos de gastritis crénica que tienen Helicobacter spp. y que poseen perros
como mascotas, comparten con ellos las mismas especies. Para ello se estudi6 por PCR la
presencia de Helicobacter spp. en muestras gastricas de 30 personas con signos clinicos de
gastritis crénica y diagnéstico histopatolégico de infeccién gastrica con Helicobacter spp. También
se estudié por histopatologia y por PCR la presencia de Helicobacter spp. en los perros de estas
personas y luego se determinaron las especies de Helicobacter presentes en ambos. En las
muestras gastricas de los humanos la Unica especie encontrada fue H. pylori, mientras que en las
de los perros se encontraron H. bizzozeronii predominantemente, H. felis, H. salomonis y H.
heilmannii y en algunos casos varias de estas especies cohabitando el estbmago de los perros. En

este trabajo no se encontraron las mismas especies en l0s perros y en sus propietarios.

PALABRAS CLAVE

Helicobacter, estbmago, perro, humano, especies.

MV Esp Corina Guendulain

[



“Deteccidn de especies de Helicobacter en perros y humanos”

Doctorado en Ciencias de la Salud, UNC

ABSTRACT

Helicobacter is a genus of Gram-negative bacteria that colonizes the stomach of humans and dogs,
among other mammals. The most frequent species found in the gastric mucosa of man is H. pylori,
involved in the pathogenesis of chronic gastritis, gastric ulcers and neoplasms. However, there are
other species of Helicobacter in the stomach of humans, such as H. suis, H. bizzozeronii, H. felis,
H. salomonis and H. heilmannii sensu stricto, named non H. pylori Helicobacter (NHPH). The dog
has a high prevalence of infection of its gastric mucosa with these species of NHPH, H. felis, H.
bizzozeronii, H. salomonis, H. cynogastricus and H. heilmannii sensu stricto and it is common the
infection by two or more species. Nevertheless, H. pylori does not naturally infect them. The
detection of NHPH in the stomach mucosa of humans with gastric disease, and in a high
percentage of dogs, suggests the possibility that these animals play an important role in the
pathogenesis and transmission of infection to man, postulating the path of transmission oral-oral or
fecal-oral. Although there are studies in different geographical areas of the world about NHPH
species, both in humans and dogs, and some isolated reports of human cases infected with NHPH
that motivated the search of these species in their dogs. There are not investigations that describe
a planned study that relates the presence of these species to a significant number of humans and
their dogs. The aim of this study was to determine whether people with signs of chronic gastritis
who have Helicobacter spp. and who own dogs as pets, share the same species with them. The
presence of Helicobacter spp. in gastric samples of 30 people with clinical signs of chronic gastritis
and histopathological diagnosis of gastric infection with Helicobacter spp. was analyzed by PCR.
The presence of Helicobacter spp. was also studied by histopathology and PCR in the dogs of
these people. Then, the species of Helicobacter presented was determined in both. In human
gastric samples, H. pylori was the only species found, while in dogs samples were predominantly H.
bizzozeronii, H. felis, H. salomonis and H. heilmannii and in some cases several of these cohabiting

species. In this work the same species were not found in dogs and their owners.

KEY WORDS

Helicobacter, stomach, dog, human, species.
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INTRODUCCION

1- EL GENERO Helicobacter

1.1- ESPECIES
1.1.1- Helicobacter pylori

1.1.1.1- Caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y microbioldgicas:

H. pylori es un bacilo Gram negativo con forma de s o de barra curvada. Tiene de 1 a 3 vueltas y
mide de 2,4 a 4,0 um de largo y de 0,5 a 1,0 um de ancho. Tiene extremos romos, y en uno de
ellos presenta de 2 a 6 flagelos protegidos por una vaina de estructura lipidica, que le permiten
soportar las contracciones del estbmago y le dan la motilidad para penetrar en la mucosa gastrica
(Goodwin et al., 1985; Jones et al., 1985; Geis et al., 1989).

Es microaerofilico, requiere oxigeno a una baja concentracién. Necesita para crecer una atmaésfera
con 5-10% de O,, 5-10% de CO,, 80-90% N,, temperatura de 37°C y humedad de 90-95%. Puede
crecer en distintos medios de cultivo, no selectivos como agar infusion cerebro-corazén, tripticasa
soja, agar Mueller-Hinton, agar Columbia o agar Brucella, o selectivos como los de Skirrow o Dent.
Ademas requiere de factores de crecimiento y de inhibidores que eviten el sobrecrecimiento de
contaminantes que pueden estar presentes en las biopsias. Los suplementos mas cominmente
empleados son la sangre o derivados de ella y como inhibidores, la vancomicina, sulfametoxazol,
trimetoprim, anfotericina B y polimixina B. Los cultivos crecen después de 3 a 5 dias en un medio
con pH 6.9-8.0, aunque se recomienda que el periodo de incubacion sea al menos de 10 dias. Las
colonias son pequenfias, circulares (1-2 mm de didmetro) grisaceas y trasllcidas, con una ligera

hemodlisis alrededor (Alarcén et al., 1994).
1.1.1.2- Factores de virulencia:

H. pylori posee una serie de factores de virulencia que le permiten persistir en el ambiente gastrico
(Atherton, 1997 a). La forma espiralada y la presencia de flagelos le permite penetrar en la capa de
mucus del estbmago, donde queda suspendida, o se adhiere a las células epiteliales mediante la
produccién de proteinas fijantes llamadas adhesinas (Smoot et al., 1993). Ademas es productora
de ureasa, enzima que hidroliza la urea secretada a nivel de los espacios intercelulares de la
mucosa gastrica, trasformandola en amoniaco (NH4) y en diéxido de carbono (CO2), que le
permite crear una cubierta alcalina a su alrededor para sobrevivir en el medio acido del estomago y
alcanzar la superficie de las células de la mucosa, donde el pH es practicamente neutro (Marshall,
1988). Esta enzima se localiza principalmente en el citoplasma, pero también se asocia con la
superficie de las bacterias (Phadnis et al., 1996; Krishnamurthy et al., 1998; Marcus y Scott, 2001).
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La ureasa es toxica para las células epiteliales gastricas; el NH4+ liberado afecta a la
microcirculacion y a las células epiteliales superficiales, produce necrosis del tejido profundo,
colabora en el desarrollo de gastritis atréfica cronica y facilita la carcinogénesis (Smoot et al.,
1990). La bacteria produce también otras enzimas como catalasa y citocromo-oxidasa, superdxido
dismutasa, proteinasas y lipasas que le permiten obtener nutrientes, y produce enzimas
extracelulares como la fosfolipasa A2 que hidrolizan el moco, reducen su viscosidad y facilitan el
movimiento flagelar para desplazarse activamente a través de esa capa (Slomiany et al., 1987).

Otros factores de virulencia como la citotoxina vacuolizante Vac A y el Factor Activador de
Plaquetas (PAF), tienen capacidad ulcerogénica (Blaser, 1995; Beswick, 2006). La Interleucina-8
(IL-8) (Crabtree et al., 1995), la proteina HP-PAN (Evans et al., 1995), los lipopolisacaridos (LPS),
la citotoxina Cag A (Piotrowski et al., 1995), el antigeno adherido al grupo sanguineo Bab Ay la
gama-glutamiltranspeptidasa (Zhang et al., 2015) son otros de los factores que intervienen en la

virulencia de H. pylori.
1.1.1.3- Habitat:

El hombre es el huésped principal de H. pylori. La bacteria se ubica casi exclusivamente en la
mucosa gastroduodenal, sobre todo a nivel del antro, por debajo de la capa mucosa, donde el pH
se aproxima a la neutralidad, sin embargo, también se aisla, aunque con menor frecuencia, de
cuerpo y fondo del estbmago, y de areas en que hay metaplasia intestinal o displasia. Asimismo,
puede infectar el duodeno y el es6fago cuando presentan metaplasia gastrica (Paull y Yardley,
1988), y se ha encontrado en placa dental, heces y sangre (Li et al., 1996; Monteiro et al., 2001; Al
Sayed et al., 2014).

1.1.1.4- Epidemiologia:

H. pylori es responsable de la infeccidn bacteriana mas frecuente y persistente en todo el mundo;
se estima que mas de la mitad de la poblacién adulta mundial esté infectada, y aunque la mayoria
de los casos son asintométicos, es una causa principal de enfermedad del tracto gastrointestinal
superior (Dini¢ et al., 2012). En los paises emergentes o en vias de desarrollo, la prevalencia de
infeccién llega al 90%, mientras que en los paises desarrollados, con excepcion de Japédn, la
prevalencia es inferior al 40% (Australia 20%; Estados Unidos y Canadéa 30%; Suiza 7%) (Taylor y
Parsonnet, 1995). La prevalencia global de infeccién en Latinoamérica es alta, alrededor del 60%,
con variaciones entre 30 y 90% (Corti, 2009). Segun estudios realizados en paises de Europa, Asia
y Africa, mas del 90% de los pacientes con Ulcera duodenal y del 70% con Ulcera gastrica estan
infectados con H. pylori. Sin embargo, so6lo entre un 10 a 15% de los individuos infectados sufren

de Ulcera péptica y hasta un 1 a 3% desarrollan cancer gastrico; H. pylori es responsable del 75%
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de los casos de cancer gastrico. Aproximadamente un 10-20% de la poblacion se infecta de forma
cronica, ya que una vez adquirida la infeccion, persiste por lo general de por vida, a menos que se
realice la terapia antimicrobiana de erradicacién (Tijjani y Umar, 2008; de Martel et al., 2012). En el
afo 2012 la fraccion atribuible (FA) mundial a la infeccion por H. pylori en el cancer gastrico fue del
89% y vario segun el pais, desde menos del 5% en EE. UU., Canada, Australia, Nueva Zelanda y
algunos paises del oeste y el norte de Europa, hasta méas del 50% en algunos paises del Africa

subsahariana (Plummer et al, 2015).

Los factores ambientales y genéticos parecen ser importantes en la progresién de gastritis a
formas mas graves. Las practicas de higiene y la dieta también pueden desempefiar un papel
importante en la adquisicién de la infeccion y la expresion de la enfermedad clinica (Fallone,
1999).

1.1.1.5- Transmision:

La via de transmision es desconocida, pero la mayoria de las personas adquieren la infeccion
durante la infancia (Fiedorek et al., 1991; Suerbaum et al., 1998). El modo mas probable de
transmision es de persona a persona (Suerbaum y Michetti, 2002), por via oral-oral o fecal-oral,

aunque también podria adquirirse a través del agua (Bellack et al., 2006).

La via de transmisién de persona a persona es apoyada por la mayor incidencia de la infeccién en
personas institucionalizadas (Harris et al., 1995; Lambert et al., 1995; Bohmer et al., 1997; De Hert
et al., 1997; Lewindon et al., 1997), en integrantes de una misma familia (Drumm et al., 1990;
Mitchell et al., 1993; Brenner et al., 1998; Goodman y Correa, 2000) y en los miembros de la pareja

(Georgopoulos et al., 1996; Brenner et al., 1999).

La via oral-oral de transmisién se plantea como la hipétesis mas probable, ya que se ha detectado
ADN de H. pylori en saliva, placa dental, jugo gastrico y vémito (Li et al., 1995; Mattana et al.,
1998). Otra via posible de transmision de H. pylori es la fecal-oral, ya que se ha encontrado ADN
de H. pylori en las heces de personas con infeccién gastrica (Gramley et al., 1999) y varios
investigadores lograron el aislamiento de H. pylori en heces a través del cultivo (Thomas et al.,
1992).

El agua puede ser una importante fuente de infeccion; se ha reportado la presencia de esta
bacteria en agua potable, tanto en paises en desarrollo, como en paises industrializados (Klein et
al., 1991). H. pylori puede vivir durante varios dias en el agua de la canilla en su forma bacilar

infecciosa y en el agua de rio durante varios meses en su forma cocoide (Aziz et al., 2015).
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La transmisién zoondtica o por vectores también se ha propuesto. H. pylori sélamente se ha
aislado de primates no humanos (Dubois et al., 1994) y, en una circunstancia particular, del
estomago de gatos (Handt et al., 1994; Fox et al., 1995), pero, ademas, se ha encontrado ADN de
H. pylori en la mucosa gastrica de ovinos, por lo cual varios estudios sugieren que las ovejas
podrian ser fuente de transmisién de H. pylori (Dore et al., 2001). La mosca doméstica también se
considera potencial transmisora de la bacteria al actuar como vector mecanico de la infeccion

diseminando la bacteria desde las heces (Grubel et al., 1997).

Otra posible forma de contagio es la infeccion iatrogénica, a través de los equipos de endoscopia,

debido a una inadecuada desinfeccion de los mismos (Akamatsu et al., 1996).
1.1.1.6- Patologia:

La infeccion por H. pylori produce gastritis, Ulcera gastrica, y cancer gastrico y duodenal (Marshall y
Warren, 1984; Parsonnet et al., 1991; NIH Consensus Conference 1994; Parsonnet et al., 1994;
Lee, 1996; Méndez-Tenorio et al., 2014). También se ha asociado con el desarrollo de linfomas
gastricos no Hodgkin (Parsonnet et al., 1994) y con otro trastorno linfoproliferativo del tejido linfoide
asociado a la mucosa gastrica (MALT) (Eidt et al., 1994). En el afio 1994 H. pylori fue clasificado
como agente carcindbgeno para el cancer gastrico humano por la Agencia Internacional de
Investigacion para el Cancer, perteneciente a la Organizacion Mundial de la Salud. Al comienzo de
la infeccidén se produce una gastritis de tipo B, multifocal y especialmente de antro, con infiltrado de
neutréfilos en la lamina propia, que puede llegar hasta el epitelio. En infecciones masivas puede
haber disminucién del moco, zonas de erosién epitelial y parches de mucosa necrosada. La
colonizacion permanente de la mucosa gastrica por H. pylori causa una inflamacién con un
infiltrado en el que predominan los neutrdfilos, pero también los linfocitos y células plasmaéticas,
dando lugar a una gastritis cronica activa. Esta puede permanecer como una infeccién crénica
durante el resto de la vida o, al cabo de algunos afios desarrollar una Ulcera péptica o una gastritis
atréfica antral que puede evolucionar al cancer gastrico (Suerbaum, 2002). En ocasiones no se
encuentran lesiones, a pesar de que se observan abundantes bacilos en la superficie epitelial
(Hazell et al., 1986).

1.1.1.7- Signos clinicos:

La sintomatologia asociada a la gastritis por H. pylori es muy variable. En algunos pacientes la
enfermedad es casi asintomatica, mientras que en otros hay signos digestivos de gravedad
variable. En algunos casos, se presentan sintomas de gastritis aguda transitoria (dolor epigéstrico,
sensacion de plenitud, nduseas y vomitos), aunque en general, la bacteria infecta en forma cronica

el estbmago y produce epigastralgia, que disminuye con la ingesta de alimentos y antiacidos. No
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es un dolor constante, sino que alterna con periodos de disminucién de molestias, y aumenta antes
de las comidas. Puede haber vOmitos, anorexia, adelgazamiento, y aunque no es frecuente,
hemorragia digestiva (Suerbaum et al., 1998; Graham et al., 2004).

1.1.1.8- Diagnéstico:

Para el diagnostico de la presencia de Helicobacter spp. existen pruebas no invasivas, y pruebas

invasivas que requieren de una muestra de biopsia obtenida mediante endoscopia.

1.1.1.8.1- Métodos no invasivos
1.1.1.8.1.1- Prueba del aliento:

La prueba del aliento con urea marcada con **C o **C, es una prueba no invasiva, no cuantitativa,
gue detecta en forma indirecta la ureasa producida por H. pylori. Consiste en administrarle al
paciente una dosis oral de urea marcada, que es hidrolizada en el estbmago por la ureasa de la
bacteria, liberando CO2 marcado que se absorbe y difunde a sangre y es transportado a los
pulmones y liberado con el aliento. Esta prueba tiene 100% de sensibilidad y 95% de especificidad
e indica infeccién actual, ya que en una infeccion pasada no hay bacterias que produzcan ureasa.
Puede haber falsos negativos en los casos en que hay muy pocas bacterias para producir ureasa
detectable, y puede haber falsos positivos en personas infectadas por otras bacterias productoras

de ureasa (Peng et al., 2001).

1.1.1.8.2- Métodos invasivos

1.1.1.8.2.1- Prueba rapida de la ureasa:

La prueba rapida de la ureasa es una técnica cualitativa, sencilla, rapida y de bajo costo, que
determina la actividad de la enzima ureasa en una muestra de mucosa gastrica sumergida en un
medio con urea y con rojo de fenol como indicador de pH. La urea, al ser desdoblada por la ureasa,
se convierte en amoniaco, por lo cual el pH se eleva y se produce un cambio de color del medio.
La sensibilidad es alta y varia entre 80 y 100% y la especificidad varia entre 97 a 99%. Otras
bacterias productoras de ureasa en el estbmago pueden dar falsos positivos, mientras que la
distribucién de estas bacterias en parches o las especies de Helicobacter ureasa negativas pueden

dar falsos negativos (Calvet et al., 2009).
1.1.1.8.2.2- Citologia:

La impronta de biopsia gastrica (citologia por contacto) tefiida con Gram o tincién de Diff Quik es
una técnica simple, rapida y sensible para el diagnéstico de la infeccion. Sin embargo, no pueden
evaluarse las alteraciones concurrentes de la mucosa (Debongnie et al., 1995).
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1.1.1.8.2.3- Examen histoldgico:

La histopatologia es la prueba de oro para el diagndstico de la infeccién por H. pylori. Se basa en
la identificacion de la bacteria en secciones de tejido de biopsia gastrica tefiidas (Marshall y
Warren, 1984), que se observa como un bacilo curvo o en forma de espiral, en la superficie
epitelial, en la capa de moco y dentro de las glandulas gastricas. Este estudio permite, ademas,
determinar la densidad de colonizacion bacteriana y brinda informacién importante acerca de la
mucosa (inflamacién, atrofia glandular, metaplasia intestinal, displasia, neoplasia). Tiene una
sensibilidad de 93-99% y una especificidad de 95-99%, aunque puede disminuir la sensibilidad por
la baja densidad de microorganismos y por su distribucion irregular en el estémago (Faigel et al.,
1996). Las muestras se toman del antro y del cuerpo del estémago, de 5 sitios, segun el sistema
de clasificacion de Sydney actualizado. Se evallan muestras de diferentes areas del estdmago
debido a la distribucion irregular de las bacterias en la mucosa gastrica (Dixon et al., 1996). La
coloracién de Giemsa es la que mas se utiliza, ya que es técnicamente simple, altamente sensible
y econdmica; la tinciébn con hematoxilina y eosina (H/E) también permite detectar la bacteria, pero
cuando los resultados no son concluyentes se pueden utilizar tinciones especiales, como Warthin-
Starry con nitrato de plata, Azul de toluidina, Naranja de acridina, McMullen, Genta, Dieterle y
Romanowsky. Se pueden utilizar 2 tinciones diferentes, Giemsa para la deteccion de H. pylori y

H/E para evaluar células inflamatorias (Laine et al., 1997).
1.1.1.8.2.4- Serologia:

Consiste en la deteccién de anticuerpos de tipo IgG anti-H. pylori en suero mediante un andlisis de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Es una prueba no cuantitativa, rapida y relativamente
econdmica, Util para el diagndéstico inicial de la infeccion. Tiene una sensibilidad y especificidad de
60-100%. La principal desventaja es que no puede diferenciar la infeccién activa de la exposicién
previa al microorganismo, y que el antigeno utilizado deriva de una sola cepa de H. pylori (Hook-
Nikanne, 1997). La seroconversién ocurre varios meses después de la infeccién (Nurgalieva et al.,
2006), este lapso de tiempo entre la infeccidén y la seroconversion sirve para definir las fases de
infeccién: aguda antes de la seroconversién, o cronica después de la seroconversion (Nurgalieva
et al., 2005). La serologia no se usa inmediatamente después del tratamiento, ya que los titulos de

anticuerpos demoran varios meses en caer (Atherton, 1997 b).
1.1.1.8.2.5- Cultivo microbiolégico:

Es el método de referencia (prueba de oro) para el diagnéstico de la infeccion, pero no es un
método de diagndstico de rutina. Si bien el cultivo de la biopsia tiene una especificidad del 100%,

no es 100% sensible (> 90%), ya que con este método se puede evaluar sélo una parte
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relativamente pequefia del estbmago. Debido a los exigentes requerimientos de esta bacteria para
el cultivo, la principal desventaja de esta técnica es que puede disminuir la sensibilidad cuando las
condiciones no son 6ptimas. Por otra parte, dada la colonizacion en parches de H. pylori en la
mucosa gastrica, puede haber resultados falsos negativos si no hay bacterias en la muestra
tomada (Hirschl y Makristathis, 2007).

1.1.1.8.2.6- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

La PCR es una técnica muy sensible, que detecta minimas concentraciones de ADN de H. pylori
en biopsias gastricas, pero no permite confirmar su viabilidad, ni su capacidad para producir la
infeccion (Brooks et al., 2004). Se pueden amplificar diferentes genes, algunos especificos de la
bacteria y otros relacionados a los factores de virulencia (Clayton et al., 1991; De Reuse et al.,
1997; Lu et al., 1999; Chisholm et al., 2002; Yamazaki et al., 2005). Esta técnica tiene un 100 % de
sensibilidad, y no requiere de microorganismos vivos para detectar la infeccion, siendo suficientes
los fragmentos de la bacteria para su reconocimiento. El principal inconveniente de esta técnica es
gue puede dar resultados falsos negativos, debido a la presencia de restos de tejido gastrico que
pueden inhibir la reaccién de la PCR, o a la ausencia de bacterias en la muestra obtenida, dado la

colonizacion en parches de la mucosa gastrica (Lottspeich et al., 2007).

Lu et al. (1999) evaluaron cinco PCRs diferentes para la deteccién de H. pylori en muestras de
biopsia géastrica de pacientes con dolor abdominal y compararon la sensibilidad y especificidad: Ho
et al. (1991) basada en el gen 16S ARNr, Valentine et al. (1991) basada en secuencias
cromosOmicas al azar, Clayton et al. (1992) basada en el gen ureA, Hammer et al. (1992) basada
en el antigeno especie especifico 26-kDa SSA y Bickley et al. (1993) basada en el gen gimM. La
PCR descripta por Bickley et al. (1993) en la cual las secuencias del par de cebadores dentro del
gen ureC son conservados en la mayoria de las cepas, resultd ser la mas sensible y especifica

para la deteccién de H. pylori en muestras de biopsia gastrica.
1.1.1.8.2.7- Hibridacién fluorescente in situ (FISH):

La FISH es un método que permite detectar la infeccion en biopsias gastricas mediante sondas de
hibridacion fluorescentes que se unen al 16S ARNr de H. pylori. Se ha reportado hasta un 98% de
sensibilidad y un 100% de especificidad en la deteccion de la bacteria con esta técnica, pero no es

utilizada en la préactica clinica por su costo elevado (Samarbaf-Zadeh et al., 2007).
1.1.1.8.2.8- Identificacion de antigeno fecal:

La prueba de antigeno fecal es un test inmunoenzimatico que permite la deteccion de antigeno de
H. pylori en muestras de heces, utilizando anticuerpos monoclonales anti-H. pylori. Es un método
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cualitativo, no invasivo, que tiene una excelente sensibilidad y especificidad en comparacién con
las pruebas diagnésticas mas invasivas (Makristathis et al., 2000). Es util para establecer el
diagnostico inicial, verificar la eficacia del tratamiento en las cuatro o0 seis semanas posteriores a su

realizacién y comprobar la reaparicion de una infeccion (Shaikh et al., 2005).
1.1.1.9- Tratamiento:

Para la erradicacion de H. pylori se realizan tratamientos cuadruples, con una extension de la
duracién hasta los 14 dias y la administracion de un potente supresor del acido gastrico para
maximizar la eficacia de los antibidticos. El subcitrato de bismuto, adicionado a regimenes triples
con inhibidores de la bomba de protones (IBP), amoxicilina y otro antibiético como claritromicina,
metronidazol, levofloxacina o rifabutina, es efectivo y aumenta las tasas de curacion por encima del
90%, aunque el vonoprazan, un potente antisecretor que inhibe la unién del potasio a la bomba de
protones (H-K-ATPasa) en la célula parietal gastrica, es significativamente superior a los IBP. La
combinacién de bismuto, IBP y dos antibiéticos (incluyendo amoxicilina, metronidazol, tetraciclina o
furazolidona), resulta un tratamiento altamente eficaz frente a cepas multirresistentes de H. pylori
(Molina-Infante et al., 2017).

1.1.2- Otras especies de Helicobacter que infectan el estbmago del hombre y del perro

Existen otras bacterias del género Helicobacter, de forma espiralada, mas grandes, y con una
morfologia diferente a H. pylori, denominadas actualmente Helicobacter no H. pylori (NHPH), que
colonizan comunmente el estbmago de los perros, y algunas, el estbmago de los humanos. Estas
bacterias son H. heilmannii sensu stricto (s.s.), H. suis, H. bizzozeronii, H. felis, H. salomonis y H.

cynogastricus. H. baculiformis también forma parte de este grupo, pero hasta el momento sélo se
ha encontrado en la mucosa gastrica del gato (Lee et al., 1988; Hanninen et al., 1996; Jalava et al.,

1997; Jalava et al., 2001; Hwang et al., 2002; Van den Bulck et al., 2006; Baele et al., 2008 a;
Baele et al., 2008 b; Smet et al., 2013).

Estas bacterias fueron descriptas por primera vez en 1987, encontradas en biopsias gastricas de
pacientes humanos (Dent et al., 1987) y fueron llamadas “Gastrospirillum hominis” (McNulty et al.,
1989) por su ubicacién en el estbmago del hombre. Este hallazgo fue confirmado rdpidamente por
numerosos informes de casos que describian organismos similares en un pequefio nimero de
pacientes (Dye et al., 1989; Figura et al., 1990; Fischer y Samisch 1990; Fléjou et al., 1990; Morris
et al., 1990; lerardi et al., 1991; Borody et al., 1992; Al-Himyary et al., 1994; Akin et al., 1995;
Hilzenrat et al., 1995; Monno et al., 1995; Drewitz et al., 1997). Luego, por andlisis moleculares
fueron clasificadas dentro del género Helicobacter y fueron denominadas “H. heilmannii” (Heilmann
y Borchard, 1991).
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Durante mucho tiempo, a estas bacterias que se encontraban en la mucosa gastrica del hombre,
se las denomind “H. heilmannii” o “H. heilmannii-like organisms”. Pero, a través del andlisis de
secuencias de los genes que codifican para el 16S ARNr y 23S ARNr se supo que las bacterias
llamadas “H. heilmannii” comprendian varias especies que diferian entre si en mas del 3% de las
secuencias de nucledtidos, por lo cual se las subclasific6 como “H. heilmannii” tipo 1 y “H.
heilmannii” tipo 2 (Dewhirst et al., 2005). “H. heilmannii” tipo 1 corresponde al actual H. suis (Baele
et al., 2008 a), y “H. heilmannii” tipo 2 incluye a un grupo de especies: H. felis, H. bizzozeronii, H.
salomonis y H. heilmannii s.s. que se encuentran en el estbmago de humanos y perros. H.
cynogastricus encontrado en el perro, y H. baculiformis, en el gato, también forman parte de este
grupo, pero no se han encontrado aun en humanos (Van den Bulck et al., 2006; Baele et al., 2008
b). Luego, para evitar confusiones, se propuso mencionarlas como H. heilmannii sensu lato (s.l.) a
todas las especies del grupo reconocidas por su morfologia, y H. heilmannii s.s. cuando se
identifica como tal a nivel de especie mediante técnicas moleculares. Actualmente, para mencionar
a estas bacterias cuando son identificadas por su morfologia y no a nivel de especie, se utiliza el
término Helicobacter no H. pylori “non-H. pylori Helicobacter” (NHPH) (Haesebrouck et al., 2009).

Las especies de Helicobacter son las Unicas bacterias que infectan el estomago humano, con la
excepcién de la colonizacion ocasional transitoria por bacterias entéricas, aunque Lee et al. (1997)
cultivaron de biopsias gastricas de pacientes de Korea un organismo cocoide ureasa positivo, el

Staphylococcus saprophyticus.
1.1.2.1- Caracteristicas morfolégicas:

Helicobacter heilmannii

H. heilmannii tiene forma helicoidal, es fuertemente espiralada (4 a 8 espirales) y no tiene fibrilos
periplasmicos. Tiene 6 a 12 flagelos en cada polo. Mide de 3,5 a 7,5 um de largo y 0,5 a 0,9 um de
didmetro. Es parecido a H. felis, pero sin fibrilos periplasmicos (Hanninen et al., 1996; O’'Rourke et
al., 2004; Baele et al., 2008 b).

Helicobacter bizzozeronii

H. bizzozeronii tiene forma espiralada muy cerrada, con 3 a 8 espirales, no tiene fibrilos
peripldsmicos y posee entre 10 a 20 flagelos envainados en ambos extremos, ubicados
ligeramente fuera del centro. Mide de 5 a 10 um de largo por 0,3 pm de ancho (Hanninen et al.,
1996; O’'Rourke et al., 2004; Baele et al., 2008 b) (Figura 1).
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Helicobacter felis

H. felis tiene forma helicoidal, con un complejo de bobinas fuertemente enrolladas y con fibrilos
periplasmicos dispuestos de a pares, enrollados alrededor del cuerpo del microorganismo. En cada
extremo tiene flagelos posicionados ligeramente fuera del centro (Lee et al., 1988) (Figura 1).

Helicobacter salomonis

H. salomonis tiene forma espiralada, pero menos cerrada, con espirales mas sueltos, de 5 a 7 um
de largo por 0,8 a 1,2 pum de ancho, y no tiene fibrilos periplasmicos. Tiene de 10 a 23 flagelos
enfundados, en uno o en ambos extremos; el movimiento es mas lento que el de H. felis o H.

bizzozeronii (Jalava et al., 1997) (Figura 1).

Figura 1: Microfotografia electrénica de transmisién de H. bizzozeronii (a), H. felis (b), y H.
salomonis (c), (7.000X, barra 2,3 um), (Jalava, 1998).

Helicobacter cynogastricus
H. cynogastricus tiene forma espiralada, cerrada, y tiene un fibrilo peripldsmico a lo largo del lado

externo de la hélice (Van den Bulck et al., 2006).

Helicobacter suis
H. suis tiene forma espiralada, con seis vueltas fuertemente enrolladas. Mide 2,3-6,7 mm de largo y

0,9-1,2 mm de ancho aproximadamente. No tiene fibrilos peripldsmicos. En el cultivo predominan
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las formas cocoides. Tiene en ambos extremos mechones de 4 a 10 flagelos envueltos, de

extremos romos, aungue algunos terminan en forma esférica.

H. heilmannii, H. bizzozeronii y H. suis son morfolégicamente muy similares (Hanninen et al., 1996;
O’Rourke et al., 2004; Baele et al., 2008 b).

1.1.2.2- Especies predominantes:

En humanos, la especie de NHPH mas prevalente es H. suis, con una secuencia igual a la de H.
suis que habita en el estdmago del cerdo (De Groote et al., 2005; Van den Bulck et al., 2005 a;
Haesebrouck et al., 2009). También es frecuente el hallazgo de H. salomonis en las biopsias
gastricas humanas, a diferencia de lo que sucede en el perro, donde no es comin encontrarlo. En
cambio, la infeccion con H. felis ha sido reportada raramente, aparentemente como una zoonosis
por investigadores franceses (Lavelle et al., 1994; Germani et al., 1997), aunque en un estudio
realizado sobre 90 personas de origen africano, H. felis se encontré en un 25,6% (Lekunze Fritz et
al., 2006), y en otro estudio realizado por Yakoob et al. (2012) sobre 250 pacientes paquistanies
con dispepsia, se encontré un 4% de H. felis y un 6% de H. heilmannii. Sélo H. bizzozeronii y H.
felis han sido aislados de la mucosa gastrica humana (Andersen et al., 1996; Jalava et al., 2001,
Kivisto et al., 2010; Wippenhorst et al., 2012).

Varios investigadores estudiaron mediante la amplificacion del gen 16S ARNr por PCR, la
presencia de especies NHPH en biopsias gastricas con evidencia histoldgica de infeccion por estos
organismos. Chisholm y Owen (2003) encontraron ADN de “Candidatus H. heilmannii’, De Groote
et al. (2005) detectaron ADN de H. suis y de “Candidatus H. bovis”, Van den Bulck et al. (2005 a)
ADN de H. suis, de H. salomonis, de H. felis, de “Candidatus H. heilmannii’ y de H. bizzozeronii

usando una PCR muiltiple.

En un estudio realizado en Bélgica por Van den Bulck et al. (2005 a) sobre 123 biopsias de
humanos infectados con especies NHPH, H. suis fue detectado en 36.6%, H. salomonis en 21%,

H. felis en 15% y H. bizzozeronii en 8%.

En perros, las especies identificadas son H. bizzozeronii (Hanninen et al., 1996), H. felis (Lee et al.,
1988), H. salomonis (Jalava et al., 1997), H. cynogastricus (Van den Bulck et al., 2006) y H.
heilmannii s.s. (Smet et al.,, 2013) y son comunes las infecciones mixtas, con varias especies

presentes en forma conjunta.

H. bizzozeronii es la especie que predomina en la mucosa gastrica del perro, en cambio, H.
salomonis se encuentra en forma esporadica (Baele et al., 2004; Priestnall et al., 2004; Van den
Bulck et al., 2005 a; Amorim et al., 2015). En perros de Bélgica, Van den Bulck et al. (2005 a)
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documentaron que H. bizzozeronii fue la especie mas prevalente, ya que se identificé en el 20% de
los perros como Unico agente y en el 50% de los perros como infecciones mixtas. Infecciones con
H. felis como Unica especie se encontraron esporadicamente, mientras que infecciones Unicas con

H. salomonis no se identificaron en ninguna muestra.

En un estudio realizado por Van den Bulck et al. (2005 a), se encontr6 H. felis en mas del 50% de
los perros y gatos belgas investigados, pero otros grupos de investigadores encontraron H. felis en
pocos estémagos caninos (Neiger et al., 1998; Strauss-Ayali et al., 2001; Hwang et al., 2002;
Priestnall et al., 2004; Wiinberg et al., 2005). La prevalencia en perros de “Candidatus H.
heilmannii” varié entre 20 y 100% segun diferentes estudios. No hay aun estudios hechos sobre la
prevalencia de H. cynogastricus en perros (Neiger et al., 1998; Strauss-Ayali et al., 2001; Hwang et
al., 2002; Priestnall et al., 2004; Wiinberg et al., 2005).

Neiger et al. (1998) encontraron que el 89% de las muestras estudiadas fueron positivas a
Helicobacter spp.; H. bizzozeronii fue identificado en el 31% de las mismas, H. heilmannii en el
21%, H. felis en el 10% y hubo infeccién doble en un 10% de los casos. Hwang et al. (2002) en
Corea, encontraron mediante PCR, una prevalencia de Helicobacter spp. de 82,3%, donde 76,2%
de las muestras fueron positivas a H. heilmannii, 4,8% a H. felis y 19% fueron negativas para las
PCRs especificas de especie. Baele et al. (2004) realizaron una PCR para identificar H. felis, H.
bizzozeronii y H. salomonis (BSF-PCR) en biopsias géastricas de perros en Bélgica, y encontraron
gue 58,8% fueron positivas a H. bizzozeronii, 5,9% a H. felis y 11,8% tenian una infeccién mixta de
H. bizzozeronii y H. felis. Priestnall et al. (2004) evaluaron biopsias gastricas de perros de
Dinamarca, el 40% estuvo infectado con “H. heilmannii” sdlamente, el 60% tuvo coinfeccion con “H.
heilmannii” y H. bizzozeronii y no hubo infectados con H. felis. Van den Bulck et al. (2005 a)
estudiaron muestras de perros en Bélgica, identificando a H. bizzozeronii en el 70% de las mismas
y a H. felis en el 3,6%. En el 37,3% de las muestras se detectaron infecciones mixtas, mientras que
en el 27,3% se encontré una sola especie.; H. bizzozeronii en el 20% como infeccién Unica; H.
bizzozeronii mas H. felis en 20,9%; H. bizzozeronii mas una especie no identificada (HLO135) en
4,5%; H. felis mas HLO135 en 5,4%; H. bizzozeronii mas H. salomonis en 1,8%; H. bizzozeronii
méas H. felis mas H. salomonis en 5,4%; H. bizzozeronii mas H. felis mas H. salomonis mas
HLO135 en 1,8%; H. bizzozeronii mas H. felis mas HLO135 en 15,5%. Las infecciones Unicas con
H. felis fueron esporadicas y no hubo infecciones Unicas con H. salomonis. Wiinberg et al. (2005)
analizaron muestras gastricas de perros en Dinamarca, e identificaron a H. bizzozeronii, H.
heilmannii, y H. felis en 65,2%, 39,1%, y 8,7% de los perros infectados, respectivamente y
encontraron coinfeccion en 16,7% de los perros, la mayoria infectados con una combinacién de H.
heilmannii y H. bizzozeronii, excepto 1 perro, que fue infectado con H. bizzozeronii y H. felis.
Ninguno fue infectado con H. pylori. Por otra parte Amorim et al. (2015) analizaron muestras
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gastricas de perros en Portugal y encontraron diferencias en la prevalencia de especies de
Helicobacter segun las regiones del estémago, los organismos H. heilmannii-like fueron los més
comunmente encontrados, identificados en el 66,7% de los animales, predominantemente en la
region antral gastrica. H. salomonis fue la segunda especie mas prevalente (51,5%), pero se
encontro principalmente en la regidn del cuerpo y en asociacion con otras especies de Helicobacter
(42%). H. bizzozeronii y H. felis se detectaron con menos frecuencia y en iguales proporciones
(18,2%), tanto como infeccién Unica (6,3%) como mixta (12,1%). Las infecciones mixtas con H.
heilmannii-like y H. salomonis fueron los mas frecuentes (33,3%). La mayoria de las muestras
fueron positivas en la PCR especifica para H. heilmannii, sin embargo, los amplicones mostraron
un 92% de homologia con H. heilmannii s.s., por lo tanto, estos casos fueron reclasificados como
H. heilmannii-like. En el 51,5% de las muestras positivas se identificé una Unica especie de

Helicobacter, mientras que en el 48,5% las infecciones fueron mixtas.

Si bien hay consenso en que H. pylori no infecta de forma natural al perro (Henry et al., 1987;
Geyer et al., 1993; Hermanns et al., 1995; Ekman et al., 2013; Arfaee et al., 2014), Buczolits et al.
(2003) en Austria, reportaron la identificaciéon de dos secuencias de bacterias NHPH en la mucosa
gastrica de cuatro perros 100% idénticas a H. pylori, y Astudillo Vergara (2009) en Chile y Ulgen et

al. (2016) en Turquia, comunicaron el hallazgo de esta especie en unos pocos perros.
1.1.2.3- Factores de virulencia de especies NHPH:

Todas las especies gastricas de Helicobacter tienen genes productores de ureasa, enzima que se
localiza principalmente en el citoplasma de las bacterias, pero también en su superficie, y que
constituye un mecanismo importante de supervivencia al crear un microambiente neutro a su
alrededor (Krishnamurthy et al., 1998; Marcus y Scott, 2001). Esta enzima tiene dos subunidades,
ureA y UreB; en H. felis, se ha detectado un segundo sistema de ureasa, UreA2B2, pero se
desconoce su funcion y regulacién (Pot et al., 2007). Poseen de 2 a 23 flagelos que les permite
moverse hacia la mucosa gastrica facilitandoles la colonizacion del estbmago (Josenhans et al.,
1999). Las especies NHPH carecen de las adhesinas que posee H. pylori, aunque recientemente,
Liu et al. (2016) identificaron unas proteinas de membrana externa (HofE y HofF) en H. heilmannii
como adhesinas implicadas en la union a las células epiteliales de la mucosa géstrica. Estas
especies producen también gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT), involucrada en la muerte de
células epiteliales gastricas y en la inhibicién de la proliferacién de linfocitos T. Ademas, convierten
la glutamina (GIn) y el glutation (GSH) en glutamato, lo que da lugar al agotamiento de estos dos
compuestos, que puede conducir al desarrollo de patologias géastricas (Kim et al., 2007; Schmees
et al., 2007; Zhang et al., 2015). Namburi et al. (2016), descubrieron que H. bizzozeronii expresa
una polisacaridasa, la condroitinasa AC. La secrecion de condroitina-4-sulfato en el jugo géastrico
por las células principales de la mucosa del fondo es una caracteristica Unica del estdmago canino,
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por lo que se cree que la expresién de la condroitinasa AC es a consecuencia de la adaptacion de

esta bacteria a su hospedador.
1.1.2.4- Ubicacioén:

Al examen histoldgico de las muestras de mucosa gastrica en el hombre, las especies NHPH se
encuentran en grupos pequefios, ubicados tipicamente en la capa de mucus sobre las células de la
superficie epitelial. También pueden encontrarse en la profundidad del lumen de las glandulas
gastricas y, en algunos casos, dentro de las células mucosas y parietales y en el interior de los
canaliculos de las células parietales (Heilmann y Borchard, 1991). Estas especies se encuentran
mas frecuentemente colonizando el antro gastrico, aunque en el 20% de los casos también

colonizan el cuerpo del estémago (Stolte et al., 1997).

En el perro, estas bacterias se encuentran en todas las regiones del estbmago, aunque mas
frecuentemente en el cuerpo y en el fundus, y menos cominmente en el antro (Figura 2). Se
detectan superficialmente sobre la mucosa, en las fosas gastricas, en las glandulas gastricas y en
las células parietales (Figura 3). En la regién del antro tienen una localizacion mas superficial que
en el fundus y cuerpo (Hanninen et al., 1996; Happonen et al., 1996). H. felis se encuentra,
generalmente, en las proximidades de las células parietales, en aposicion de su membrana externa
a nivel de los fibrilos periplasmicos con las microvellosidades de la membrana de las células

parietales. Esto no sucede con H. bizzozeronii (De Bock et al., 2006).

.
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Figura 2: Anatomia del estdmago del perro (Sisson y Grossman, 1982).
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Figura 3: llustracion de las capas del estomago (Cunningham, 2014).

1.1.2.5- Prevalencia:

La prevalencia de infeccion por especies NHPH en humanos varia entre un 0,2-6% de las biopsias
gastricas, dependiendo de la zona geografica (Dye et al., 1989; McNulty et al., 1989; Fléjou et al.,
1990; Morris et al., 1990; Heilmann y Borchard, 1991; Mazzucchelli et al., 1993; Oliva et al., 1993;
Hilzenrat et al., 1995; Yang et al., 1995 b; Fenjvesi et al., 1999; Foschini et al., 1999; Honsova et
al., 1999; Mention et al., 1999; Svec et al., 2000; lerardi et al., 2001; Kaklikkaya et al., 2002;
Boyanova et al., 2003; Chisholm y Owen, 2003), mientras que H. pylori es encontrado en 30 a
100% de las gastroscopias (Stolte et al., 1994). Estas bacterias se han encontrado en una minoria
de biopsias gastricas humanas en asociacién con gastritis (McNulty et al., 1989; Heilmann y
Bochard, 1991; Wegmann et al., 1991). En China y Tailandia se ha informado hasta un 6% (Yali et
al., 1998; Yang et al., 1998).

La prevalencia de H. suis es mas alta que la de otras especies NHPH (Van den Bulck et al., 2005
a, b); H. suis comprende 13,9% (De Groote et al., 2005) a 30,9% (Van den Bulck et al., 2005 a, b)
de las infecciones por especies NHPH en humanos. H. suis se detecté en 36,6% de 123 biopsias
humanas infectadas con especies NHPH, H. salomonis en 21%, H. felis en 15% y H. bizzozeronii
en 8%. A pesar de que H. bizzozeronii tiene baja baja prevalencia en biopsias humanas, fue
aislada in vitro a partir de una biopsia gastrica infectada por especies NHPH (Jalava et al, 2001;
Kivisto et al., 2008).

En el perro, las bacterias NHPH se encuentran frecuentemente, siendo casi universal la presencia

de estos organismos en su mucosa gastrica. La prevalencia varia entre 67 a 100% en perros
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clinicamente sanos (Weber et al., 1958; Henry et al., 1987; Eaton et al., 1996; Happonen et al.,
1998; Jalava et al., 1998; Yamasaki et al., 1998; Cattoli et al., 1999; Neiger et al., 1999), y entre 61
a 100% en perros con vémito cronico (Geyer et al., 1993; Hermanns et al., 1995; Cattoli et al.,
1999; Diker et al., 2002; Hwang et al., 2002; Van den Bulck et al., 2005 a). En perros de laboratorio
y de refugios se encontré un 100% de infeccion (Henry et al., 1987; Eaton et al., 1996; Simpson y
Burrows, 1999).

Weber et al. (1958) detectaron bacterias NHPH en todos los perros adultos normales; Henry et al.
(1987) encontraron una tasa de infeccion de 100% en beagles de laboratorio y Geyer et al. (1993)
en Alemania, encontraron una frecuencia de especies NHPH en perros clinicamente enfermos de
73.8 %. Hermanns et al. (1995) en Alemania encontraron especies NHPH en 82% de 122 perros

examinados, la mayoria con sintomas gastrointestinales.

Eaton et al. (1996) en Estados Unidos, evaluaron la prevalencia de las bacterias géastricas
mediante histopatologia en tres poblaciones diferentes de perros (n=54), encontrando bacterias
espiraladas en el 100% de los 39 perros sanos de laboratorio y de refugio, y en el 67% de los 15

perros con diferentes patologias no gastricas.

Por otro lado, Jalava et al. (1998) en Bélgica, estudiaron 95 biopsias de mucosa géstrica, 37 de
perros clinicamente sanos, 23 de perros con signos gastrointestinales, 18 de perros eutanasiados
con estado de salud desconocido y 17 de perros sanos de experimentacion, obteniendo mediante

cultivo el aislamiento en el 51% de las muestras.

Yamasaki et al. (1998) investigaron, mediante histologia, la presencia de especies NHPH géstricas
en 21 perros sanos y en 56 perros con signos gastrointestinales, encontrandolas en mas del 60%
de los perros. Reportaron que la prevalencia en perros con signologia clinica (86%) no fue

significativamente mayor que en los clinicamente sanos (61%).

Cattoli et al. (1999) encontraron, a través del estudio citoldgico de las biopsias gastricas de perros
de Italia y de los Paises Bajos, 92% (23/25) de los perros positivos a estructuras compatibles con

especies NHPH, algunos con signos digestivos y otros clinicamente sanos.

Neiger et al. (1999) en Suiza, estudiaron mediante PCR la presencia de especies NHPH en dos
grupos de perros, uno formado por 45 perros de compafiia llevados al Hospital para
procedimientos quirdrgicos de rutina (n = 39) o tratamiento clinico de enfermedad gastrointestinal
(n = 6), y el otro grupo formado por 20 perros Beagle clinicamente sanos. 89% de los perros del

primer gupo fueron positivos a la presencia de especies NHPH, y el 100% de los del segundo

grupo.
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Nam y Kim (2000) en Corea, detectaron mediante PCR en el 88,5% de 87 perros la presencia de

especies NHPH.

Diker et al. (2002) en Turquia, estudiaron los sitios de colonizacion, la prevalencia y los efectos
patolégicos de especies NHPH en el estbmago de 122 perros eutanasiados por diferentes

enfermedades, encontrando la bacteria en el 84,4% de los animales.

Hwang et al. (2002) en Corea recuperaron tejido gastrico de 28 perros eutanasiados, 4 con signos
gastrointestinales y 24 sin signos, y de 12 perros Beagle de laboratorio clinicamente sanos. La
prevalencia de infeccion determinada por PCR fue del 100% en perros clinicamente anormales, y

del 67,5y 77,5% en perros normales segun la zona del estémago estudiada.

Paz Zufiga (2002), obtuvo una frecuencia de presentacion del 100% mediante prueba de la ureasa

e histologia en un estudio sobre 29 perros de Chile destinados a eutanasia sin historia clinica

conocida.

Jara Verdugo (2003) en Chile encontré a través de la histopatologia de biopsias géastricas de 34
perros destinados a eutanasia con historia clinica desconocida, una frecuencia de presentacion de
94,1%.

Van den Bulck et al. (2005 a) en Bélgica encontraron mediante PCR una prevalencia de 71,8% en

110 perros muertos por diferentes patologias.

De Toledo Vieira et al. (2012) en Brasil investigaron mediante examen histopatolégico la presencia
de especies NHPH en la mucosa gastrica de 60 perros eutanasiados sin historia clinica conocida y

detectaron la bacteria en el 96,7% de los animales.

Okubo et al. (2017) en Brasil estudiaron a través de la prueba de ureasa e histopatologia, la
presencia de bacterias NHPH en 96 perros eutanasiados sin historia clinica conocida, reportando

una prevalencia de 94,7% por la primera técnica y del 100% por la segunda.
1.1.2.6- Transmision:

Se presume que estas bacterias se transmiten de animales a humanos por contacto directo; el
contacto con animales (perros, gatos, cerdos) se considera un factor de riesgo significativo para
estas infecciones (Meining et al., 1998; Svec et al., 2000). La intensidad del contacto con los
animales pareceria ser importante también, ya que se encontrd una mayor incidencia de infeccion
en criadores y personal de mataderos de cerdos, y en personas que tienen contacto con animales
de compafiia (Stolte et al., 1994; Yoshimura, et al., 2002; Sykora et al., 2003; Van Loon et al.,
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2003). Se sospecha que la transmision entre perros seria oral-oral y fecal oral, ya que se ha
detectado ADN de Helicobacter spp. en la cavidad oral de perros, tanto en saliva como en placa
dental y también en heces (Recordati et al., 2007; Sung-Woo Ha et al., 2008). Hanninen et al.
(1998) describieron la transmision de H. salomonis de una madre a sus cachorros, por lo que se
sospecha que la transmision seria oral-oral u oral gastrico, por el intimo contacto que tiene la
madre con sus cachorros. También se reportd la transmisién entre cachorros infectados y no

infectados.
1.1.2.7- Patologia:

La gastritis producida por especies NHPH en los seres humanos, en general, es menos grave que
la producida por H. pylori (Stolte et al., 1997). Las infecciones con especies NHPH producen,
generalmente, una gastritis crénica activa, (Stolte et al., 1997), aunque ocasionalmente producen
gastritis aguda (Yoshimura et al., 2002). La inspeccién de la mucosa gastrica a través de la
endoscopia revela una variedad de lesiones que van desde una mucosa normal a ligeramente
hiperémica o con edema, hasta mdultiples erosiones y ulceraciones, principalmente en el antro
gastrico (Stolte et al., 1997; Debongnie et al., 1998; Dieterich et al., 1998; Yoshimura et al., 2002;
Boyanova et al., 2003; Seo et al., 2003; Sykora et al., 2003; Van Loon et al., 2003) o en el duodeno
(Goddard et al., 1997; Jhala et al., 1999; Schildt et al., 2000). Al examen histolégico las bacterias
NHPH se encuentran tipicamente en la capa de mucus sobre las células de la superficie epitelial,
pero también pueden encontrarse en la profundidad del lumen de las glandulas gastricas y dentro
de las células parietales. Puede haber atrofia glandular o metaplasia intestinal de la mucosa del
fundus, pero estas lesiones son menos comunes en las infecciones por especies NHPH que en las
infecciones por H. pylori (Stolte et al., 1997). La inflamacién gastrica se caracteriza generalmente
por exudacion linfocitica en las glandulas gastricas, con presencia de células plasmaticas y en
algunos casos, se observan agregados de linfocitos. En ocasiones, el moco epitelial esta
disminuido (Fléjou et al., 1990; Oliva et al., 1993; Morgner et al., 2000; Schildt et al., 2000; lerardi
et al., 2001; Kaklikkaya et al., 2002). Estas infecciones han sido asociadas con linfoma de tejido
linfoide asociado a la mucosa gastrica (MALT) de bajo grado, y el riesgo de desarrollar linfoma
MALT es mas alto con especies NHPH que con H. pylori (Morgner et al., 1995; Morgner et al.,
2000). Se ha reportado la presentacion de carcinoma gastrico con infeccion con bacterias NHPH
(Yang et al., 1995 b). La coinfeccion por especies NHPH y H. pylori no es frecuente; la bibliografia
reporta la presencia de bacterias NHPH en un 11,9% de los pacientes infectados con H. pylori (Liu
et al., 2015).

En el perro, en el estudio endoscopico del estbmago con gran nimero de bacterias se observa la
presencia de abundante cantidad de mucus y de zonas hiperémicas (Simpson y Burrows, 1999),
aunque Paz Zufiga (2002), sefiala que la apariencia endoscépica de la mayoria de los perros no
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presenta alteraciones evidentes. Las Ulceras gastricas y duodenales no son frecuentes en perros y
no se sabe aun si estan asociadas a la infeccion con bacterias NHPH (Bridgeford et al., 2008). Las
especies NHPH que habitan en el estobmago del perro se han encontrado en muestras gastricas
histol6gicas normales como en otras con alteraciones, no asi H. felis que s6lo se ha encontrado en
perros con gastritis cronica activa y no en perros con histologia gastrica normal (Diker et al., 2002).
Lee et al. (1992) observaron hiperplasia linfoide marcada en el cuerpo y en el fundus del estomago
luego de la infeccion experimental con H. felis, sin embargo, Simpson et al. (2000) encontraron un
grado similar de inflamacion en perros infectados experimentalmente con H. felis y en perros
controles no infectados. En el examen histolégico se pueden encontrar linfocitos, células
plasmaticas y agregados linfociticos. La cantidad de neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos o agregados
linfociticos no varia entre las distintas regiones del estémago, pero si se encuentra mayor cantidad
de células plasmaticas en el antro que en el cuerpo. Las especies NHPH caninas tienen una mayor
afinidad por las células parietales que H. pylori en el hombre (Weber et al., 1958; Henry et al.,
1987; Geyer et al., 1993; Hermanns et al., 1995). Los neutréfilos no juegan un rol importante en la
gastritis canina como en la gastritis por H. pylori en el hombre (Handt et al., 1994), y no existe
asociacion entre el nimero de bacterias NHPH y la presencia de células inflamatorias (Happonen,
1996). A pesar de la presencia de gran cantidad de bacterias, en muchos perros, las lesiones de
mucosa son leves. Es comun encontrar histolégicamente una gastritis leve, aunque los perros, en
general, son clinicamente sanos (Weber et al., 1958; Henry et al., 1987; Geyer et al., 1993). Varias
investigaciones mostraron asociacién entre especies NHPH y gastritis crénica (Lee et al., 1992;
Geyer et al., 1993; Handt et al., 1994; Hermanns et al., 1995).

En un estudio hecho por Happonen et al. (1996), no se encontraron diferencias en la presentacion
de gastritis entre diferentes regiones. Todos los perros tuvieron gastritis crénica leve en el fundus,
cuerpo y antro; en algunos perros se encontré gastritis activa leve junto con gastritis crénica, en
una, en dos o en las tres regiones. No hubo asociacién entre el nUmero de organismos y la

presencia de gastritis activa.

Hermanns et al. (1995) examinaron biopsias de 122 perros, la mayoria con sintomas
gastrointestinales, con bacterias NHPH en el 82% de las muestras. Los cambios histopatolégicos
mas notables fueron la degeneracion glandular con acumulaciéon de linfocitos y granulocitos
neutrdéfilos, fibrosis y edema de la l&dmina propia de la mucosa, foliculos linfoides e infiltrados
linfoplasmocitarios. De las células del epitelio glandular, sélo las células parietales se encontraron
anormales, con vacuolas, algunas de tamafio mas grande. El moco de las células epiteliales

superficiales fue claramente reducido en algunos casos.

Eaton et al. (1996) evaluaron biopsias gastricas de 54 perros, la mayoria de ellos tenian gastritis

linfocitica leve a moderada, con linfocitos dispersos y algunas células plasmaticas en la mucosa
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superficial. No encontraron correlacion entre la presencia y cantidad de bacterias con el grado
histoldgico de gastritis.

Yamasaki et al. (1998) investigaron mediante histologia la presencia de bacterias NHPH en 21
perros sanos y en 56 perros con signos gastrointestinales, y encontraron NHPH sobre la superficie
mucosa dentro o debajo del moco, en las fosas gastricas y dentro del lumen glandular en 86% de

perros clinicamente normales, y en 61% de perros clinicamente anormales.

Neiger et al. (1999) encontraron en perros infectados, gastritis de leve a moderada. En la gastritis
leve hubo infiltracion difusa de algunas células plasmaticas y linfocitos, mientras que en la

moderada hubo agregados linfociticos focales.

Diker et al. (2002), estudiaron 122 biopsias de perros eutanasiados por diferentes enfermedades.
En la histopatologia observaron gastritis cronica leve, caracterizada por linfocitos, células
plasmaticas y agregados de linfocitos en 67 perros, de los cuales 34 también tenian gastritis activa
cronica leve, caracterizada ademas por neutréfilos. Las bacterias se encontraron en el moco
adyacente al epitelio superficial, en la ldmina glandular adyacente a las células parietales y en las
fosas géstricas. De 103 perros positivos a la presencia de especies NHPH, 56.3% tuvieron gastritis,
y de 19 perros negativos, 47.4% también tuvieron hallazgos histolégicos compatibles con gastritis.
Se observaron bacterias NHPH en 86.6% de perros con gastritis y en 81.8% de perros sin lesiones

gastricas.

Wiinberg et al. (2005) evaluaron 22 perros de Dinamarca con signos gastrointestinales y 8 perros
eutanasiados por otras causas y observaron las bacterias NHPH en la parte superficial del moco
gastrico o en la luz de las glandulas gastricas, pero también dentro de las células parietales en el

50% de los perros.

Robic et al. (2007) estudiaron 20 animales infectados pero sin signos clinicos y en todas las
muestras encontraron gran nimero de bacterias, especialmente en la superficie de la mucosa, asi
como en la luz de las glandulas géastricas y en las partes mas profundas de la mucosa, incluso en
la submucosa en algunos casos. Los cambios histopatoldgicos hallados fueron compatibles con
gastritis cronica; en todas las muestras se observaron los foliculos linfoides caracteristicos de la
infeccibn por especies NHPH y en algunos animales los cambios inflamatorios fueron

acompafiados de erosiones, Ulceras pequefias y gastritis cronica atrdéfica.

De Toledo Vieira et al. (2012) investigaron la presencia de especies NHPH en la mucosa gastrica
de 60 perros mediante examen histopatoldgico y encontraron infiltrado inflamatorio

predominantemente mononuclear (100%), hiperplasia de nodulos linfaticos (98,3%),
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erosiones/ulceraciones (6,7%), hemorragia (5%) e hiperemia (95%). Ellos encontraron correlacion
entre el nimero de bacterias y nimero de células inflamatorias y nddulos linfoides, sugiriendo que
las bacterias encontradas en la mucosa gastrica de los perros podrian ser responsables de las

alteraciones que caracterizan a la gastritis.

Amorim et al. (2015) estudiaron 69 perros infectados, so6lo en 3 los hallazgos histoldgicos fueron
normales, en el resto (95,7%) hubo cambios histopatologicos representativos de gastritis crénica,
de leve a moderada, con infiltracion de linfocitos intraepiteliales en el 88,4%, y atrofia de la mucosa
géstrica, anidacion glandular o fibrosis en el 44,9% de las muestras. En un nimero escaso de

perros se encontrd infiltracién neutrofilica anormal e infiltracion leve de mastocitos.

En el estudio de la histopatologia se ha informado la cantidad de bacterias presentes en las
biopsias, aplicando distintos criterios de cuantificacién. En relacion a esto, Handt et al. (1994) y
Happonen (1998) utilizaron la siguiente escala: ausencia: no se observan organismos, escasa
cantidad: <10 organismos por seccion, moderada cantidad: 10 a 50 organismos por seccion y
abundante cantidad: >50 organismos por seccion. Okubo et al. (2017) estimaron la cantidad de
bacterias utilizando una escala de ponderacion con la cual evaluaron aleatoriamente tres campos
de cada portaobjetos, atribuyendo una puntuacién de 1 a 5 segun el nimero promedio de bacterias
y estableciendo los siguientes intervalos: 1-60 bacterias (puntuacién 1); 61-120 (puntuacion 2);
121-180 (puntuacion 3); 181-240 (puntuacion 4), por encima de 241 (puntuacion 5). Los resultados
se expresaron como mediana de las puntuaciones en cada grupo. Paz Zufiga (2002) y Thibaut et
al. (2007) determinaron el grado de infeccion clasificandolo en cuatro grados, ausencia, leve,
moderado o marcado, segun una escala analoga visual modificada para muestras de biopsias
gastricas caninas. Jara Verdugo (2003) determiné la presencia de estas bacterias en estbmago,
intestinos, higado y vesicula biliar y las cuantificd subjetivamente utilizando la siguiente escala: (+)
escasas, (++) moderadas, (+++) abundantes y (-) ausente, aunque sin especificar la cantidad de

bacterias en cada caso.

Si bien varios investigadores informaron la existencia de una correlacion entre la infeccién con
especies NHPH y patologia gastrica y (Henry et al., 1987; Lee, 1989; Lee et al., 1992; Lecoindre et
al., 1995), Eaton et al. (1996) no pudieron establecer una relacién significativa entre ambas, y

Hermanns et al. (1995) y Yamasaki et al. (1998) informaron la ausencia de tal correlacién.

La coinfeccion de varias especies ha sido reportada por varios investigadores (Weber et al., 1958;
Jalava et al., 1998; Neiger et al., 1999), aunque O’Connor y Lee, (1991) refirieron la interferencia

entre especies y la exclusion competitiva entre ellas.
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No est4 clara aun la importancia patogénica ni el significado clinico que tienen las bacterias NHPH
en el perro, pero su patogenicidad es supuesta por las lesiones degenerativas observadas en las
células parietales infectadas (Weber et al., 1958; Henry et al., 1987; Geyer et al., 1993; Hermanns
et al., 1995). Tampoco se sabe acerca de las diferencias en la patogenicidad entre las distintas

cepas dentro de una misma especie de NHPH.
1.1.2.8- Signos clinicos:

Si bien la infeccion con bacterias NHPH en humanos se asocia con sintomas gastrointestinales
como dolor epigastrico y nauseas, hematemesis, dispepsia, consistencia y frecuencia de
defecacion irregular, vémitos, disfagia y disminucién del apetito (Heilmann y Borchard, 1991;
Wegmann et al., 1991; Oliva et al., 1993; Goddard et al., 1997; Dieterich et al., 1998; Yang et al.,
1998; Mention et al., 1999; Schildt et al., 2000; Kaklikkaya et al., 2002; Yoshimura et al., 2002; Seo
et al., 2003; Sykora et al., 2003; van Loon et al., 2003), y con patologias gastricas como Ulceras,
adenocarcinoma y linfoma (Yang et al., 1995 b; Debongnie et al., 1998; Regimbeau et al., 1998),

también puede haber individuos asintométicos (Mazzucchelli et al., 1993).

En el perro pueden presentarse signos digestivos, aunque pareciera no existir una relacién directa
entre la presencia de la bacteria en el estbmago y enfermedad géstrica, ya que algunos perros
infectados presentan signos clinicos evidentes y otros no. Si bien 61 a 100% de perros infectados
han tenido vémitos crénicos, en un 67 a 86% de perros también infectados, no se han evidenciado
signos clinicos (Geyer, 1993; Hermanns, 1995; Lecoindre, 1995, Diker et al., 2002; Hwang et al.,
2002; Gémez y Orozco, 2003).

1.1.2.9- Diagnéstico:

Tanto en humanos como en perros la técnica mas utilizada para el diagnéstico de la infeccion por
especies NHPH es la histopatologia de las biopsias gastricas. La observacion al microscopio
Optico, por lo general, permite diferenciar entre las infecciones por bacterias NHPH o por H. pylori
en humanos, ya que son facilmente identificables por su morfologia tipica. Las especies NHPH son
mas largas que H. pylori con 6 a 8 espirales, no se adhieren a las células epiteliales y cominmente
se localizan en agregados en el lumen de las criptas. Sin embargo, a pesar de que tienen
diferencias morfoldgicas, no se pueden identificar las diferentes especies de NHPH, ya que por
ejemplo, los fibrilos periplasmicos caracteristicos de H. felis pueden desaparecer y confundirse con
otra especie parecida (Heilmann y Borchard, 1991). El examen histoldgico tiene una sensibilidad

del 92.3% y una especificidad del 100% en perros (Happonen, 1998).
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Las tinciones que se utilizan son H/E y Giemsa, sin embargo, tinciones especiales como tinciones
de plata (Warthin- Starry) (Eaton et al., 1996; Neiger et al., 1998), Giemsa (Geyer et al., 1993;
Hermanns et al., 1995), o azul de toluidina (Happonen et al., 1996), son mas sensibles y pueden
aumentar las posibilidades de observacion de las bacterias cuando hay baja densidad de
colonizacion, ya que permiten detectar un menor nimero de bacterias al hacerlas faciimente
distinguibles, especialmente en las glandulas y en las células parietales, donde las bacterias

aparecen como espirales negros sobre un fondo color amarronado (Simpson y Burrows, 1999).

La citologia de la impronta de una muestra de biopsia gastrica (Debongnie et al., 1995) y la del
cepillado (Happonen et al., 1996) tefiida con Gram o tincidon de Diff Quik, es excelente para la
deteccidn de estas bacterias por microscopia optica (Neiger et al., 1998), y ha demostrado ser mas
sensible que la observacién histologica de la biopsia (Debongnie et al., 1994; Debongnie et al.,
1995).

La prueba rapida de la ureasa también se utiliza para el diagndstico, aunque puede no ser lo
suficientemente sensible, debido a que la densidad de colonizacién de las especies NHPH es
menor que la de H. pylori (Cutler, 1996).

El cultivo bacteriolégico de las especies de Helicobacter es dificil y no siempre exitoso y, ademas,
en el cultivo estas bacterias pueden perder su morfologia tipica, por lo cual no permite la
determinacién de las especies. Por otra parte, la mayoria de los organismos gastricos no son
cultivables (Jalava et al., 1998).

Actualmente no hay anticuerpos especificos disponibles para la deteccion serologica e
inmunohistoquimica de especies NHPH; los anticuerpos policlonales anti-H. pylori disponibles
comercialmente muestran reactividad cruzada entre H. pylori y NHPH (Singhal y Sepulveda, 2005).
Aunque existe una prueba serolégica en seres humanos para la deteccién de la infeccién por H.
pylori, no existe una prueba similar valida para perros, ya que la presencia de multiples especies
de Helicobacter y la coinfeccién con varias de ellas, complican la evaluacién seroldgica. Hong et al.
(2015) analizaron muestras géstricas de perros mediante PCRs y encontraron H. heilmannii en el
37,5% de los perros y H. felis en el 25%, pero con los kits de antigenos para detectar H. pylori no

lograron demostrar la presencia de especies NHPH en estas muestras.

La prueba de urea respiratoria también permite la deteccion de especies NHPH en perros
(Cornetta et al., 1998; Neiger et al., 1998; Kubota et al., 2013).

La microscopia electrénica (MET) ha sido utilizada para identificar las distintas especies de
Helicobacter sobre la base de su morfologia tipica (Lockard y Boler, 1970; Henry et al., 1987;
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Geyer et al., 1993), pero la ultraestructura celular de cepas cultivadas de H. bizzozeronii y H.
salomonis no muestra una variacion significativa entre ambas especies. Sélamente las cepas de H.
felis atipicas, sin fibrilos periplasmicos, difieren de otras cepas de esta especie, pero son, a su vez,
muy parecidas a H. bizzozeronii, por lo que no resulta un buen método para la diferenciacion de

especies.

El perfil de proteinas con el sistema de minigel (SDS PAGE) permite diferenciar H. felis y H.
bizzozeronii. La diferenciacion entre H. salomonis y H. bizzozeronii resulta mas dificil con este
método (Jalava et al., 1997).

La PCR es la técnica mas precisa para determinar con certeza el género y para identificar las
especies (Hong et al., 2015; Qin et al., 2016). En un trabajo realizado por Moyaert et al. (2008), se
estudiaron seis PCRs género Helicobacter especificas, basadas en el gen 16S ARNr. Los
resultados de este estudio demostraron que la PCR descripta por Al-Soud et al. (2003) es
altamente confiable para la identificacion de especies de Helicobacter a nivel de género; esta
resulté ser 100% inclusiva y 95,5% exclusiva, y puede detectar 10 células bacterianas por mezcla

de reaccion.

Para la mayoria de las especies de Helicobacter, <2% de divergencia o >98% de similitud en la
secuencia del gen 16S ARNr, define de forma confiable una especie (Dewhirst et al., 2005). Sin
embargo, existe una similitud excepcionalmente alta (98-100%) en la secuencia del gen 16S ARNr
entre H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis, H. heilmannii, H. cynogastricus y H. baculiformis
(Jalava et al., 1997; O'Rourke et al., 2004; Van den Bulck et al., 2006; Baele et al., 2008 b). La
PCR, seguida de la secuenciacién, es la mejor forma de identificar a estas especies; a través de la
secuenciacion de los genes que codifican para el 16S o0 23S ARNTr, se puede diferenciar H. suis de
los demas NHPH, ya que la secuencia del gen 16S ADNr de H. suis comparte s6lamente 96 a 97%
de su secuencia con aquellas de H. felis, H. bizzozeronii, y H. salomonis, pero no se puede
diferenciar entre ellos, dado la alta similitud dentro de este gen (Dewhirst et al., 2005; Van den
Bulck et al., 2006; Baele et al., 2008; Haesebrouck et al., 2009). Para diferenciar entre ellas, se
puede realizar la amplificacion de los genes hsp60, que codifican para la proteina de choque
térmico (Mikkonen et al., 2004), de los genes ureAB, que codifican las subunidades A y B de la
ureasa (Neiger et al., 1998; O’Rourke et al., 2004), y del gen gyrB (Hannula y Hanninen, 2007), que

tienen una menor similitud de secuencia que la del gen 16S ARNr.

Cuando se utilizan cebadores especificos del género Helicobacter que permiten la deteccion, pero
no la diferenciacion de las especies presentes en muestras clinicas, la secuenciacion de los
amplicones obtenidos puede dar mas informacidon acerca de las especies involucradas, sin
embargo, en los casos de infecciones mixtas con diferentes especies de Helicobacter (Van den
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Bulck et al., 2006), se obtienen amplicones que difieren en secuencia. En ese caso, para identificar
todas las especies presentes, es necesario realizar la clonacion de los amplicones en un vector y la
secuenciacion de los clones; otra alternativa es utilizar cebadores especificos de cada especie,
basado en el gen 16S ARNTr para distinguir H. suis de otras especies de Helicobacter (De Groote et
al., 1999), en los genes ureAB, para H. felis, H. bizzozeronii (Baele et al., 2004; O'Rourke et al.,
2004) y H. heilmanni s.s. (Neiger et al., 1998; Hwang et al., 2002; Priestnall et al., 2004), en el gen
hsp60, para H. salomonis (Mikkonen et al., 2004), o en el gen gyrB, para H. bizzozeronii (Hannula y
Hanninen, 2007).

Se ha desarrollado una PCR especifica para detectar H. bizzozeronii, H. salomonis y H. felis (BSF-
PCR) con los cebadores CAR577f y CAR636r que son complementarios a los genes 16S ARNr de
estas especies y que amplifican un fragmento de este gen de 78-bp (Baele et al., 2004). H. felis, H.
bizzozeronii y H. salomonis estan altamente relacionadas filogenéticamente y debido a que es
dificil aislarlas in vitro, no se pueden identificar por los métodos tradicionales, por lo cual se ha
desarrolado una PCR multiple basada en los espacios intergénicos del ARNt y sobre el gen de la

ureasa gque, combinado con electroforesis capilar, permite la discriminacion de estas tres especies.

Las cepas de H. felis difieren hasta en un 2%, y podrian confundirse con H. bizzozeronii y H.
salomonis estrechamente relacionados (Dewhirst et al., 2005). Por lo tanto, el analisis del gen 16S
ARNr es una herramienta apropiada para la discriminacion de estas especies (Jalava et al., 1997,
De Groote et al., 2001; Dewhirst et al., 2005), pero se recomienda apoyar la definicion taxonémica

mediante el andlisis de otros genes.

La hibridacion ADN-ADN vy perfil proteico de pared celular se han convertido en los estandares de
oro para la identificacion de las especies de Helicobacter. Sin embargo, la aplicacién de estas
técnicas se ve dificultada por la necesidad de cultivos puros, y ademas, no son adecuadas para la
identificacion de especies de Helicobacter in situ o de especies no cultivables (Vandamme et al.,
2000).

La secuenciacion del genoma entero es la herramienta mas fiable para la distincion de especies de
Helicobacter estrechamente relacionadas (Joosten et al., 2015).

1.1.2.10- Tratamiento:

El tratamiento para erradicar las bacterias NHPH est4 indicado en pacientes sintomaticos. Si bien
no existen estudios aleatorizados que evallen un tratamiento especifico adecuado para la
infeccién por especies NHPH en humanos, se aplica el mismo tratamiento utilizado para erradicar
la infeccién por H. pylori. Se utiliza una terapia triple, combinando un inhibidor de la bomba de
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protones (IBP) y claritromicina con amoxicilina o con metronidazol durante 2 semanas (Goddard et
al., 1997), o terapia cuadruple, combinando IBP, bismuto y dos antibiéticos (incluyendo amoxicilina
y bien claritromicina, metronidazol, levofloxacino, rifabutina o furazolidona). Luego de la
erradicacion de las especies NHPH suelen remitir tanto los sintomas clinicos como las alteraciones
histoldgicas y las lesiones asociadas con la infeccion (Goddard et al., 1997), incluido el linfoma
MALT géstrico (Morgner et al., 2000).

Los protocolos de tratamiento en animales de compafiia se han basado en los que han resultado
efectivos contra H. pylori en humanos (Strauss-Ayali y Simpson, 1999). H. bizzozeronii, H. felis y
H. salomonis obtenidos de perros y gatos, mostraron ser sensibles, in vitro, a la ampicilina,
claritromicina y tetraciclina, aunque también se encontrd resistencia al metronidazol de algunas
cepas de H. bizzozeronii y H. felis (Van den Bulck et al., 2005 b). En perros, la terapia triple con
claritromicina, amoxicilina y omeprazol o lansoprazol durante 21 dias resulta eficiente para la
erradicacion de las bacterias NHPH (Mirzaeian et al., 2013), aunque la infeccién recurre en los
perros mantenidos en contacto con otros perros portadores de la bacteria (Anacleto et al., 2011).
En un estudio realizado con amoxicilina, metronidazol y subcitrato de bismuto en perros positivos a
especies NHPH y con signos clinicos de gastropatia, se obtuvo mejoria del estado clinico en el
80% de los casos, pero, en este estudio, el 57% de los perros tratados mostré la presencia de
especies NHPH en la mucosa gastrica a los tres afios del tratamiento (Happonen et al., 2008). Por
otra parte, Leib et al. (2007) no encontraron ventajas de adicionar medicacién para suprimir la

secrecion de acido gastrico al tratamiento con antibidticos.

DeNovo y Magne (1995) usando una combinacién de metronidazol, amoxicilina y famotidina
lograron resolver los signos clinicos en el 90% de 63 perros y gatos infectados; Mirzaeian et al.
(2013) también utilizaron omeprazol como inhibidor de la bomba de protones, claritromicina y

amoxicilina pero durante 21 dias, con buenos resultados.

Estudios recientes demostraron que la administracion de una vacuna basada en la subunidad
ureasa de H. pylori produjo una reduccion en la colonizaciéon de H. felis en ratones (Moyat et al.,
2015). Por otra parte, las NHPH gastricas a través de la gamma-glutamil transpeptidasa (GGT)
convierten la glutamina (Gln) y el glutation (GSH) en glutamato, produciendo el agotamiento de
estos compuestos que pueden conducir al desarrollo de patologias gastricas. De Bruyne et al.
(2016) mostraron que la suplementacion oral de GIn y de GSH en ratones infectados con H. suis,
reducian la gastritis y la proliferacion de células epiteliales, por lo cual se presume que la

administracion oral de GIn y GSH podria servir para la terapéutica de estas infecciones.
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1.2.- ZOONOSIS

Debido a que las bacterias NHPH son comunes en los animales (cerdos, perros y gatos), se ha
sugerido que la infeccidon en los seres humanos podria ser una zoonosis. En una encuesta
realizada por Stolte et al. (1994) en Alemania, resultd que de 125 pacientes con infeccion con H.
heilmannii s.l., el 70,3% tenia contacto con uno o mas animales. Otro estudio realizado sobre
encuestas en ese mismo pais, reveld una prevalencia de infeccion gastrica por H. heilmannii
significativamente alta en personas que habian tenido contacto estrecho con animales domésticos

como perros, gatos y cerdos (Meining et al., 1998).

H. suis es la especie de NHPH mas frecuente en seres humanos (Van den Bulck et al., 2005 a),
por lo que se presume que los cerdos podrian ser una fuente de infeccién para ellos. Se ha
reportado que las infecciones humanas por H. suis varian de 13,9% (De Groote et al., 2005) a
36,6% (Van den Bulck et al., 2005 a), segun estudios realizados en Bélgica. Goji et al. (2015)

reportaron en Japon, la infeccion gastrica de una muijer por H. suis.

Hay estudios epidemiolégicos que sugieren la transmision de especies NHPH de perros a
humanos; los perros podrian ser fuente de infeccion de H. felis, H. heilmannii y H. bizzozeronii
(Solnick et al., 1993; Thomson et al., 1994; Jalava et al., 2001; De Bock et al., 2007). Thomson et
al. (1994) observaron en una nifia bacterias NHPH similares en morfologia a las que se
encontraron en el estémago de su perro. De Bock et al. (2007) en Bélgica comunicaron la
presencia de H. felis en el estbmago de una mujer con Ulcera péptica y de H. felis, H. bizzozeronii y

Candidatus H. heilmannii en el estémago de su perro.

H. heilmannii s.l. se encontrdé en un paciente humano suizo con Ulceras y en uno de sus dos gatos.
En ambos, la secuencia de un fragmento de 580 pb del gen ureB de H. heilmannii, resulté 100%
idéntica. El otro gato tenia una cepa de H. heilmannii s.l. con la misma secuencia de un fragmento
del gen ureB de 580 pb de otra cepa humana encontrada en GenBank (Dieterich et al., 1998).
Lavelle et al. (1994) reportaron la presencia de bacterias en un paciente humano con gastritis, que
por microscopia electrénica, resultaron morfolégicamente iguales que las que presentaban los
gatos de su investigacion. Ohtani et al. (2008) en Japoén, también comunicaron enfermedad
géstrica en un paciente que convivia con perros y con un gato, en el cual se encontraron bacterias
espiraladas largas en la histopatologia de su mucosa géstrica. Van Loon, et al. (2003) en los
Paises Bajos, comunicaron el caso de un nifio de 5 afios con gastritis, y mediante analisis de
secuencia, determinaron que la cepa de H. heilmannii que tenia el nifio, era la misma que tenian
sus gatos. El hallazgo de H. pylori en gatos de un criadero comercial de Estados Unidos vy,
posteriormente, su aislamiento de heces, saliva y placa dental de gatos infectados (Fox et al.,

1995), sugirié que los gatos podrian ser los transmisores de este agente zoon6tico al humano
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(Handt et al., 1994). Sin embargo, H. pylori no ha sido aislado de gatos callejeros ni domésticos,
por lo que no se puede aseverar que H. pylori pueda ser transmitido de gatos a humanos. El hecho
de haber encontrado la bacteria en gatos manipulados por personal y no en gatos callejeros o
domésticos, sugiere que estos animales la adquirieron de los seres humanos, es decir que el
aislamiento de H. pylori en gatos haya sido probablemente un caso de antropozoonosis (El-Zaatari
et al., 1997).

Si bien existen estudios en distintas zonas geogréaficas del mundo acerca de las especies de
NHPH, tanto en humanos como en perros, y algunos reportes aislados de casos humanos
infectados con NHPH que motivd la blUsqueda de estas especies en sus perros, no hay
investigaciones que relacionen la presencia de estas especies en un numero significativo de
humanos y en sus perros. En nuestro pais, sélo hay antecedentes bibliograficos acerca del estudio
de las especies NHPH en perros (Guendulain et al., 2016), pero no en humanos.

OBJETIVOS:

Objetivo general:

Determinar si las personas con signos de gastritis crénica que tienen Helicobacter spp. y que

poseen perros como mascotas, comparten las mismas especies con ellos.

Objetivos especificos:

Identificar las especies de Helicobacter presentes en la mucosa gastrica de personas con gastritis

cronica.

Identificar las especies de Helicobacter presentes en la mucosa gastrica de sus perros.

Determinar la prevalencia de las diferentes especies de Helicobacter en humanos y perros.

Determinar la importancia del uso de técnicas moleculares en la caracterizacion de especies de

Helicobacter.

Determinar si existen diferencias histopatologicas en la mucosa gastrica de perros segun la

especie de Helicobacter encontrada.

Evaluar si la presencia de bacterias del género Helicobacter en perros varia segin raza, sexo,

edad y estilo de vida.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

Previamente a la realizacion del trabajo de tesis especifico, se planteé la ejecucion de una etapa
preliminar (primera etapa) para conocer el estado de situacion de la bacteria en estudio en nuestro
ambito, y para realizar el entrenamiento en la técnica de gastroscopia, toma de muestras, lectura e

identificacion de Helicobacter spp.
PRIMERA ETAPA
Seleccion de perros:

En esta primera etapa se trabajo con 26 perros, entre 2 meses y 12 afios de edad, 2 de razas
puras y el resto mestizos, 15 machos y 11 hembras, 6 con signos clinicos de enfermedad
gastrointestinal y 20 normales. Los perros estaban alojados en los caniles de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria (FAV) de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC) por diferentes
motivos (en tratamiento o en espera de adopcién), otros eran propiedad de alumnos de la carrera
de Medicina Veterinaria, y otros eran pacientes del Hospital de Clinica Animal de la FAV derivados
a cirugia, a los cuales se les investigd la presencia de Helicobacter spp. en el momento de la
anestesia, previo consentimiento de sus duefios. Los perros se incluyeron en el estudio

independientemente de la presencia 0 ausencia de signos digestivos.
Reparo ético:

Los propietarios de los perros que intervinieron en este trabajo de investigacion prestaron su

consentimiento informado para la participacién de sus mascotas en el mismo (Anexo 1).
Toma de muestras:

A todos los perros se les tomaron muestras de la mucosa gastrica mediante endoscopia en las
instalaciones del Hospital. Para el estudio endoscopico, previo ayuno de 24 horas, se les realizd
anestesia general con el siguiente protocolo: nalbufina (1mg/kg) + acepromacina (0,05 mg/kg) IM
como premedicacion, propofol (5 mg/kg) IV a efecto para la induccién e intubacién, e isoflurano
para el mantenimiento. Se utiliz6 un videoendoscopio flexible marca Storz (Alemania), modelo
60914NKS, con un tubo de insercion de 1,4 m de largo, 9,8 mm de diametro y canal de biopsia de
2,8 mm. Cada perro se colocé en decubito lateral izquierdo y el equipo se introdujo por la boca
hasta llegar al estbmago, donde se realizd la inspeccidn visual de la mucosa géstrica de las zonas
del cardias, fundus, cuerpo y antro pildrico. Mediante el pasaje de la pinza de biopsia por el canal
de trabajo del endoscopio, se tomaron tres muestras de mucosa gastrica, con una se realizd una

impronta en portaobjeto, otra se coloc6 en un envase con formalina al 10% para histopatologia, y la
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tercera se colocé en un tubo tipo eppendorf estéril que se conservo en ultracongelador (Thermo
Quest, Forma Scientific 8458, EUA) a -70 °C para la posterior realizacion de la PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa). El endoscopio y la pinza de biopsia fueron lavados con detergente
enzimatico Cidezyme® Johnson&Johnson Medical Itd Gargrave UK y desinfectados con un
desinfectante de alto nivel en base a una solucion acuosa de ortoftalaldehido al 0,55% (Cidex®
OPA) entre las tomas de muestras de cada paciente, segun recomendaciones de la Organizacion
Mundial de Endoscopia (WGO/WEO, 2011).

Identificacion de las muestras:

Las muestras fueron identificadas y los datos de los perros y de sus propietarios fueron asentados

en fichas individuales (Anexo 4).

SEGUNDA ETAPA

En una segunda etapa se desarrolld el trabajo especifico del proyecto. Se realizé un estudio
cualitativo, con un disefio emergente, en el cual la muestra se fue construyendo en el proceso de
trabajo de campo. El estudio se realizdé en el transcurso de dos afios. La incorporacién de los
individuos a la muestra fue de todos los que manifestaron querer participar voluntariamente y que
cumplieran con los siguientes criterios: pacientes humanos con signos clinicos de gastritis crdnica,
los cuales tenian perros como mascotas y resultado positivo a formas compatibles con

Helicobacter spp. en la histopatologia de sus biopsias gastricas.
Seleccidon de pacientes humanos:

Se trabaj6 con pacientes humanos que por presentar signos de gastritis cronica eran derivados por
indicacién médica al servicio de endoscopia del Nuevo Hospital San Antonio de Padua de la ciudad
de Rio Cuarto. Previo a la realizacion del estudio endoscopico se los contact6 telefénicamente para
consultarles si tenian perros como mascotas y si accederian, en caso que resultaran positivos a la
presencia de Helicobacter spp., a que se le realizara el mismo estudio a su perro para la busqueda
de la bacteria. De un total de 145 pacientes, se seleccionaron 30 que cumplian con los criterios de
inclusion para este estudio. Los datos de estas personas se asentaron en una ficha confeccionada

para tal fin (Anexo 5).
Reparo ético:

Los pacientes seleccionados prestaron su conformidad por escrito para el estudio de las muestras
géastricas obtenidas por los profesionales médicos del Hospital y para la participacion de sus

mascotas en esta investigacion (Anexos 2 y 3). Se siguieron las pautas éticas internacionales para
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la investigacion biomédica, propuestas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (CIOMS) en colaboracion con la Organizacion Mundial de la Salud, asi como las
pautas CIOMS epidemioldgicas. Esta investigacion fue aprobada por el Comité de ética CIEIS
UNRC.

Toma de muestras:

Los profesionales médicos del Hospital les tomaron muestras gastricas mediante endoscopia a las
personas seleccionadas. El paciente se coloco en decubito lateral izquierdo, se le topico la zona
faringea con spray de lidocaina y se introdujo por via oral el endoscopio. Se utilizé un
gastrofibroscopio Olympus, con un tubo de inserciéon de 1,10 m y 9 mm de diametro y se le
tomaron muestras de la mucosa gastrica (fundus del estbmago y zona del antro pilérico) mediante
el pasaje de la pinza de biopsia a través del canal del fibroscopio. Las muestras de fundus y antro
pilérico se colocaron en un envase con formol tamponado al 10% para histopatologia y otras en un
tubo tipo eppendorf que se conservd en ultracongelador (Thermo Quest, Forma Scientific 8458,
EUA) a -70 °C hasta la realizacién de la PCR. La endoscopia, la toma de muestras y el
procesamiento de las mismas para histopatologia y su posterior lectura fueron realizados por los

profesionales del Nuevo Hospital de Rio Cuarto.
Identificacién de las muestras:

Las muestras fueron identificadas con el nombre del paciente, el nimero de historia clinica y la
fecha de la toma de muestra, sélo a los fines de poder reconocer su procedencia a la hora del

procesamiento, aunque estos datos se mantuvieron en estricta reserva.
Perros de los pacientes humanos:

A los perros (n=30) de los pacientes humanos con resultado positivo a formas compatibles con
Helicobacter spp. en la histopatologia de sus biopsias gastricas, también se les realiz6 endoscopia
gastrica en las instalaciones del Hospital de Clinica Animal de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto, independientemente de su condicién clinica (25 sin signos gastrointestinales y 5 con
signos). Para ello, previo ayuno de 24 horas, se les realizé anestesia general con el siguiente
protocolo: nalbufina (1mg/kg) + acepromacina (0,05 mg/kg) IM como premedicacion, propofol (5

mg/kg) IV a efecto para la induccién e intubacion e isoflurano 1,7 vol % para el mantenimiento.
Toma de muestras:

Para la gastroscopia el perro se colocé en decubito lateral izquierdo. Se utilizd6 un

videoendoscopio flexible marca Storz (Alemania), modelo 60914NKS, con un tubo de insercion de
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1,4 m de largo, 9,8 mm de diametro y canal de biopsia de 2,8 mm. El equipo se introdujo por la
boca hasta llegar al estbmago y mediante el pasaje de una pinza de biopsia por el canal de trabajo
del endoscopio, se tomaron muestras de mucosa gastrica del fundus, cuerpo y antro pilérico para
la realizacion de impronta, histopatologia y PCR de cada una de estas zonas.

Las improntas se realizaron sobre portaobjetos con las muestras recién obtenidas, otras muestras
se colocaron en un envase con formol tamponado al 10% para histopatologia, y otras se colocaron
en un tubo tipo eppendorf estéril que se almacen6 en ultracongelador (Thermo Quest, Forma
Scientific 8458, EUA) a -70 °C hasta la realizacion de la PCR. El endoscopio y la pinza de biopsia
fueron lavados con detergente enzimatico Cidezyme® Johnson&Johnson Medical Itd Gargrave UK
y sometidos a una desinfeccién de alto nivel con una solucion acuosa de ortoftalaldehido al 0,55%
(Cidex® OPA) entre las tomas de muestras de cada paciente, segun recomendaciones de la
Organizacion Mundial de Endoscopia (WGO/WEO, 2011).

Identificacion de las muestras:

Las muestras fueron identificadas y los datos de los perros y de sus propietarios fueron asentados

en fichas individuales (Anexo 4).
Procesamiento de las muestras (primeray segunda etapa):
Impronta:

Las improntas se realizaron mediante un apoyo suave de la muestra de biopsia en varios puntos

del portaobjetos, y se tifieron con May Grunwald-Giemsa.
Histopatologia:

Las muestras para histopatologia de los pacientes humanos fueron procesadas, tefidas,
observadas al microscopio 6ptico e informadas por los profesionales del Hospital. Las muestras se
incluyeron en parafina, se cortaron con micrétomo Microm® HM 310, y se obtuvieron especimenes
de 5 um de espesor. Cada seccién fue montada en un portaobjetos y coloreada con May Grunwald
Giemsa. La observaciéon de las muestras se realizé con un microscopio 6ptico Nikon® Eclipse
E400 con procesador de imagenes, con aumento 1000X con aceite de inmersion en busca de
estructuras con morfologia y tamafio compatibles con Helicobacter spp.

Las muestras de perros se incluyeron en parafina, se cortaron con micrétomo Leica®, modelo
Jung®2065 Supercut y se obtuvieron especimenes de 5 pm de espesor. Cada secciéon fue
montada en un portaobjetos y coloreada con H/E. La observacion de las muestras se realiz6 con

un microscopio Optico Axiostar plus, Zeiss® con procesador de imagenes, con aumento 1000X con
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aceite de inmersion en busca de estructuras con morfologia y tamafio compatibles con

Helicobacter spp.

Se realiz6 la observacion de todo el tejido obtenido, debido al tamafio pequefio de la muestra que
se obtiene mediante biopsia. Se utiliz0 la siguiente escala para informar la cantidad de organismos
por muestra de tejido:

Ausencia: no se observan organismos

Escasa cantidad: <10 organismos por seccion

Moderada cantidad: 10 a 50 organismos por seccion

Abundante cantidad: > 50 organismos por seccion (Handt et al., 1994; Happonen, 1998).

La cantidad de organismos se evalu6é en las muestras de todos los perros, pero el estudio
histopatolégico solo se realizd sobre las muestras gastricas de los 30 perros de la segunda etapa.
La descripcion de los hallazgos histoldgicos se realizé segun la guia establecida por la Asociacion
Mundial de Veterinarios de Animales Pequefios (WSAVA), quienes desarrollaron estandares

endoscoépicos y microscopicos en gastroenterologia de animales pequefos (Day et al., 2008).

En esta guia se definié como cantidad normal de linfocitos intraepiteliales una poblacion escasa de
aproximadamente 1-2 células en una distancia de 50 células epiteliales; un aumento leve de los
linfocitos se defini6 como una poblacién de hasta 10 linfocitos por tramo de 50 células epiteliales;
un aumento moderado como una poblacién de hasta 20 linfocitos en una distancia de 50 células
epiteliales; y un aumento marcado cuando hay infiltracién difusa del epitelio hasta con 50 linfocitos

en una distancia de 50 células epiteliales.

En cuanto a los linfocitos y células plasméticas en la [amina propia, se considera normal cuando,
debajo del epitelio superficial y entre las glandula, se observan <20 células por campo 400X de
linfocitos individuales dispersos y células plasmaéticas; leve aumento cuando debajo del epitelio y
entre las glandulas existen entre 20 y 50 células por campo 400X de linfocitos y células
plasmaticas; aumento moderado cuando en la ldmina propia y en las glandulas hay entre 50 y 100
células por campo 400X de agregados de linfocitos y células plasméticas, y aumento marcado
cuando hay mas de 100 células por campo 400X y el infiltrado difuso de las células ocupa gran

parte del &rea de la lamina propia, y en ocasiones infiltra e interrumpe la estructura glandular.

En cuanto a los eosindfilos en la lamina propia, en la mucosa normal se encuentran 1 o 2
eosinofilos por campo 400X; hay leve aumento cuando existen grupos de eosindéfilos de hasta 20
células por campo 400x; aumento moderado cuando la infiltracién de eosindfilos dentro de la

[amina propia es mas extensa (hasta 50 células por campo 400X); y aumento marcado cuando la
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Infiltracion de la ldmina propia es difusa y en ocasiones de la estructura glandular (hasta 100

células por campo 400X).

Con respecto a los neutréfilos en la lamina propia, en la mucosa normal no deberian estar
presentes. Hay leve aumento de los neutrdéfilos de la mucosa cuando estan dispersos dentro de la
lamina propia superficial (10-20 células por campo 400X); aumento moderado cuando hay
Infiltracion mas extensa (hasta 50 células por campo 400X); y aumento marcado cuando hay
infiltracion difusa de la lamina propia y, a veces, de las glandulas (> a 100 células por campo
400X).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR):
Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN, cada una de las muestras de biopsia gastrica, tanto de humanos como
de perros, fue suspendida en 1 ml de solucion fisiologia estéril, agitada vigorosamente con vortex
(MX-S, Dragonlab, China) por 1 min y centrifugada a 10.000 rpm por 10 min a 4 °C. El
sobrenadante fue descartado y el ADN del sedimento fue extraido con kit comercial (DNAzol,
Invitrogen, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Cox, 1968):

- Se agregaron 0,5 ml de DNAzol

- Se mezcl6 con pipeta

- Se centrifugd a 10.200 rpm por 10 min a 4 °C

- Se transfirié el sobrenadante a un tubo estéril de 1,5 ml.

- Se agregaron 500 pl de etanol al 100%

- Se incubd por 2 ha-20 °C

- Se centrifugd a 13.950 rpm por 4 mina 4 °C

- Se descart6 el sobrenadante

- Se agregaron 1000 pl de etanol al 75%

- Se invirtié el tubo 3 a 6 veces

- Se centrifug6 a 13.950 rpm por 4 mina 4 °C

- Se descart6 el sobrenadante

- Se agregaron 1000 pl de etanol al 75%

- Se centrifugé a 13.950 rpm por 4 mina 4 °C

- Se dej6 el tubo invertido abierto sobre papel tissue

- Se agregaron 20 pl de OHNa8 mM a4 °C

- Se pipeted hasta disolver el pellet

-Se guardb a4 °C
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El ADN obtenido fue almacenado a -20 °C (Freezer Whirlpool, WVU26C, Whirlpool S.A., Brasil)
hasta el momento de su procesamiento (Cox, 1968).

Amplificacion por PCR
Controles positivos:

Los controles positivos para la realizacion de las PCRs fueron cedidos por investigadores de la
Universidad de Ghent en Bélgica, referentes en el tema, quienes aportaron cepas de H.
bizzozeronii, H. felis, H. salomonis y ADN de H. heilmannii, H. cynogastricus y H. suis. EI| ADN

control de H. pylori fue cedido por la Dra. Cinthia Goldman de la Facultad de Bioquimica de la UBA.
Estandarizacién de la técnica:

Con el ADN obtenido de las muestras de los perros de la primera etapa se realizé la PCR tamiz
(Helicobacter spp.) y una PCR que identifica H. bizzozeronii, H. felis y H. salomonis. Las muestras
positivas a la PCR tamiz y negativas a H. bizzozeronii, a H. felis y a H. salomonis fueron
nuevamente amplificadas (Al Soud et al., 2003) y los productos de la PCR fueron purificados
(Puriprep-GP Kit, InbioHighway, Tandil, Republica Argentina), cuantificados y secuenciados (ABI
3130xI; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Con el ADN obtenido de las muestras de los humanos y de los perros de la segunda etapa, se
realizé primero, la PCR para determinar la presencia del género Helicobacter (Helicobacter spp.).
Luego, tanto a las muestras positivas como a las negativas se les realiz6 una PCR para detectar H.
pylori, una PCR mudltiple para detectar H. bizzozeronni, H. felis y H. salomonis, y otra para H. suis.
Finalmente a las muestras que resultaron negativas a estas PCRs especificas de especie se les
realizé una PCR que detecta el gen UreAB y que permite identificar especies por secuenciacion.

Las secuencias fueron visualizadas con el software BioEdit (Hall, 2007) y alineadas con las bases

de datos disponibles utilizando el software BLAST (Altschul et al., 1990).

Las amplificaciones se realizaron con un ciclador Labnet MultiGene™ Gradient PCR Thermal
Cycler, Edison, EUA.

Helicobacter spp. (Al Soud et al., 2003)

Mezcla para la PCR, cebadores y condiciones de amplificacion:

Para la deteccién de Helicobacter spp. se amplific6 un fragmento de 780 pb del gen 16S ARNTr

utilizando las condiciones descriptas por Al-Soud et al. (2003). Se utilizaron cebadores género

MV Esp Corina Guendulain

w
©



“Deteccidn de especies de Helicobacter en perros y humanos”

Doctorado en Ciencias de la Salud, UNC

especificos previamente publicados por Goto et al. (2000): 1F (5"-CTATGACGGGTATCCGGC-3")
y 1R (5"- CTCACGACACGAGCTGAC-3).

El ADN extraido se amplificd en un volumen final de 30 pl (25 pl de mezcla de reaccién y 5 pl de
ADN templado). La mezcla de reaccion contenia 0,5 pM de cada cebador, 0,2 mM de cada
desoxinucledtido (dNTPs), 1x de buffer, 2,5 mM MgCl,, 1,25 U de ADN polimerasa (T-plus ADN
polimerasa, Inbio Highway, Tandil, Argentina), y 5 ul de ADN extraido.

Las condiciones de amplificacion fueron: una desnaturalizacion inicial de 2 min a 94 °C; seguida de
35 ciclos de desnaturalizacion (modificado de Al Soud, 2003) de 30 seg a 94 °C, un annealing de

30 seg a 55 °C y una extension de 30 seg a 72 °C; y finalmente, 5 min a 72 °C.

Se utilizé como control positivo ADN de H. pylori, y como control negativo una mezcla de reaccion
sin ADN. Para la estandarizacion de la técnica se utiliz6 ADN de H. pylori diluido en base 10

(Figura 1).

Marcador
PM

S — — S— S
1x10" 1x10% 1x10° 1x10” 1x10® 1x10°

ADN puro

Figura 1: Corrida electroforética en gel de agarosa de ADN amplificado por PCR. A la izquierda se
observa el marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). En las calles restantes se
observan los amplimeros de 780 pb obtenidos diluyendo en base 10 el ADN de H. pylori.

H. pylori (Bickley et al., 1993)
Mezcla para la PCR, cebadores y condiciones de amplificacion:

La PCR se realiz6 en un volumen final de 30 pl (25 pl de mezcla de reaccion y 5 pl de ADN
templado), con una concentracion de 0,5 UM de cada cebador, 0,2 mM de cada desoxinucled6tido,

1,5 mM de MgCl,, 2,5 U de ADN polimerasa y 1x de buffer.
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Se utilizaron los cebadores descriptos por Brisou et al. (1990) especificos para dos secuencias
flanqueando un fragmento interno de 294 pb del gen C de la ureasa de H. pylori (5-
AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3) y (5-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3).

Las condiciones de amplificacién incluyeron una desnaturalizacion inicial del ADN a 99 °C 5 min,
seguida de 35 ciclos de 1 min a 93 °C, 1 min a 55 °C, 1 min a 72 °C. El ciclo final incluy6é una

extension de 8 min a 72 °C.

Se utilizé6 como control positivo ADN de H. pylori, y como control negativo una mezcla de reaccion
sin ADN.

H. bizzozeronii, H. felis y H. salomonis (Baele et al., 2004)

Mezcla para la PCR, cebadores y condiciones de amplificacién:

Para la identificacion de H. bizzozeronii, H. felis y H. salomonis se utilizaron las condiciones de
amplificacion de una PCR multiple especifica para estas especies (Baele et al., 2004), con los
cebadores CAR577f (5-TGC GTAGGCGGGGTTGTAAG-3) y CARG636r (5'-
CAGAGTTGTAGTTTCAAATGC-3"), que son complementarios a los genes 16S ARNr de estas

especies.

Para la deteccién de H. bizzozeronii se utilizaron los cebadores BilF (5-AACCAAYAGCCCCAG
CAGCC-3") yBi2R (5'-TGGTTTTAAGGTTCCAGCGC-3"), y para la deteccion de H. felis se usaron
los cebadores FelF (5'-TTTGGTGCTCACTAACGCCCTC-3) y Fe3R (5'-TTCAATCTGATCGCG
TAAAG-3"). Las que dieron positivas con los cebadores CAR577f y CAR636r y negativas a H.
bizzozeronii y H. felis se consideraron positivas a H. salomonis.

La PCR se realizé en un volumen final de 30 pl (25 ul de mezcla de reaccién y 5 ul de ADN
templado), con una concentracién de 0,1 uM de cada cebador, 40 uM de cada desoxinucleétido, 3
mM de MgCl,, 0,03 U de ADN polimerasa, y 1x de buffer.

Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: una desnaturalizacién inicial a 95°C 3 min,
seguida de 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 60 °C, 45sega 72 °C,y 5mina 72 °C.

Se utiliz6 como control positivo ADN de H. bizzozeronii, H. felis y H. salomonis, y como control

negativo una mezcla de reaccion sin ADN (Figura 2).
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Figura 2: Corrida electroforética en gel de agarosa de ADN amplificado por PCR. El producto de
434 pb corresponde al control positivo de H. felis y el producto de 373 pb corresponde al control
positivo de H. bizzozeronii.

Otras especies de Helicobacter (Flahou et al., 2014)

Mezcla parala PCR, cebadores y condiciones de amplificacion:

A las muestras que resultaron positivas a Helicobacter spp., pero negativas a H. bizzozeronii, H.
felis y H. salomonis, se les realizé una PCR para la amplificacién de un fragmento de 250 pb de
los genes Ay B de la ureasa (UreAB) usando las condiciones descriptas por Flahou et al. (2014).

Se utilizaron los cebadores: NHPHkortF (5"-CDGTRMGNTTTGARCCNGG-3") y NHPHkKortR (5°-
GTDGTDGGDCCRTACATWGA-3).

El ADN extraido se amplificé en un volumen final de 40 pl (35 yl de mezcla de reaccién y 5 pul de
ADN templado), con una concentracion de 1 pM de cada cebador, 0,2 mM de cada
desoxinucleétido (ANTPs), 1x de buffer, 2,5 uM MgCl,y 2,5 U de ADN polimerasa.

Las condiciones de amplificacién fueron: una desnaturalizacion inicial de 3 min a 94 °C; seguida
de 40 ciclos de desnaturalizacién de 45 seg a 94 °C, un annealing de 45 seg a 57 °C y una
extension de 45 seg a 72 °C; y finalmente, 5 min a 72 °C.

Se utiliz6 como control positivo ADN de H. pylori, H. bizzozeronii y H. felis, y como control negativo

una mezcla de reaccién sin ADN.

Los productos de amplificacion del ADN fueron purificados (Puriprep-GP Kit, Inbio Highway,
Argentina), cuantificados y secuenciados (ABI 3130xl; Applied Biosystems, Instituto de
Biotecnologia (INTA-Castelar) con los cebadores descriptos. Las secuencias obtenidas fueron

comparadas con las disponibles en la base de datos GENBANK mediante BLAST
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)/).

H. suis (De Groote et al., 1999)
Mezcla para la PCR, cebadores y condiciones de amplificacion:

La PCR se realizé en un volumen final de 50 ul, con una concentracién de 0,5 uM de cada
cebador, 0,2 mM de cada desoxinucleétido, 2,5 mM de MgCl,, 1,5 U de ADN polimerasa, y 1x de
buffer.

Se utilizaron los cebadores: V832f (5"-TTG GGA GGC TTT GTC TTT CCA-3") y V1261r (5 -GAT
TAG CTC TGC CTC GCG GCT-3") especificos para amplificar un fragmento de 433 pb del gen
16S ARNr de H. suis.

Las condiciones de amplificacion incluyeron una preincubacion de 9 min a 95°C, seguido de 40
ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 60 °C, y 45 seg a 72 °C, y una extension final por 5 min a 72
°C.

Se utilizé como control positivo ADN de H. suis, y como control negativo una mezcla de reaccién

sin ADN.

En todos los casos el producto de la PCR fue corrido en un gel de agarosa al 1,5%, tefiido con
bromuro de etidio (5 ugrs/ml), en 1x de buffer TAE, a 70 V durante 30 min, y observado bajo luz
uv.

Analisis estadistico de los datos

Se realiz6é un andlisis exploratorio de datos, resumiendo la informacion en tablas para cada etapa.
Se compararon las tres técnicas utilizadas para la deteccién de bacterias (impronta, histopatologia
y PCR) mediante el Test de Simetria Q-Cochran para variables cualitativas binarias y muestras
apareadas con mas de dos grupos. Luego se realiz6 un analisis a posteriori comparando las
técnicas de a pares (impronta y PCR) mediante el Test no paramétrico McNemar. Para relacionar
la presencia de bacterias en el perro y en el humano se realizé una Regresion Logistica y se
obtuvo el odds ratio (OR). Todos los andlisis fueron realizados con el software R (lhaka R vy

Gentleman R, 2018).
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RESULTADOS
PRIMERA ETAPA

IMPRONTA:
En 24 de 26 improntas (92,3%) se encontraron estructuras compatibles con Helicobacter spp.,
mientras que 2 de 26 (7,7%) fueron negativas (Tabla 1). En todas las improntas positivas la

cantidad de bacterias presentes fue abundante (Figura 1).

Tabla 1: Improntas de mucosa gastrica de perros

N° de muestras 24/26 (92,3%) 2126 (7,7%)

Figura 1: Impronta géstrica con estructuras de forma espiralada compatibles con Helicobacter spp.
(flecha). Se observan también sobre un fondo de precipitado mucoide células de tipo epitelial sin
atipias, escasos neutrdéfilos y glébulos rojos (May Grunwald Giemsa, 1000X).

HISTOPATOLOGIA:

Las 26 muestras (100%) fueron positivas a la presencia de estructuras morfolégicamente
compatibles con Helicobacter spp. (Figuras 2 y 3).

La cantidad de bacterias presentes por muestra de biopsia gastrica fue escasa (hasta 10) en el
27% de los perros, moderada (de 10 a 50) en el 38%, y abundante (méas de 50) en el 35% (Tabla
2).
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Tabla 2: Cantidad de bacterias en las histopatologias de las biopsias gastricas de perros

Escasa Moderada Abundante
(hasta 10) (de 10 a 50) (mas de 50)
N° de muestras 7126 (27%) 10/26 (38%) 9/26 (35%)

Figura 2: Microfotografia de biopsia gastrica de perro, region fundica. Se observan abundantes
estructuras compatibles con Helicobacter spp. (flecha) (H/E, 400X).

Figura 3: Microfotografia de biopsia gastrica de perro, region fundica. Se observan en la cripta
géstrica (CG) abundantes estructuras compatibles con Helicobacter spp. (flecha) (H/E, 1000X).
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A la observacion endoscopica de la mucosa gastrica, 5 (71,4%) de los 7 perros que tenian escasa
cantidad de bacterias en la biopsia géstrica, no presentaron alteraciones macroscopicas y 2
(28,6%) tenian alteraciones visibles. De los 10 perros que tenian moderada cantidad de bacterias
en la biopsia gastrica, 5 (50%) no presentaron alteraciones en la mucosa y 5 (50%) si. En cuanto a
los 9 que tenian abundante cantidad de bacterias en la bopsia gastrica, 6 (66,7%) no presentaron
alteraciones en la mucosa y 3 si (33,3%) (Tabla 3 - Figuras 4 y 5).

Tabla 3: Cantidad de bacterias en las histopatologias de las biopsias gastricas de perros y

aspecto endoscoépico de la mucosa

Cantidad de bacterias Mucosa sin alteraciones Mucosa con alteraciones

en biopsia gastrica endoscopicas endoscopicas
Escasa 5/7 (71,4%) 2/7 (28,6%)
Moderada 5/10 (50%) 5/10 (50%)
Abundante 6/9 (66,7%) 3/9 (33,3%)

Figura 4: Aspecto normal de la mucosa géstrica de perro en la region del antro pil6rico visualizada
mediante endoscopia.
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Figura 5: Vista endoscépica de la regién del cuerpo gastrico con abundante contenido.

PCR:

La técnica de PCR se realizd sobre 23 de las 26 muestras tomadas. De estas muestras 10
resultaron positivas a Helicobacter spp., 7 a H. bizzozeronii, 1 a H. felis y 2 negativas a H.
bizzozeronii y a H. felis. Estas muestras positivas a la PCR tamiz y negativas a H. bizzozeronii y a
H. felis fueron nuevamente amplificadas y los productos de la PCR fueron purificados,
cuantificados y secuenciados, resultando una muestra positiva a H. bizzozeronii y otra a H. felis
(Tabla 4).

Tabla 4: Especies de Helicobacter encontradas en las biopsias gastricas de los perros de la

primera etapa determinadas por PCR

10/23 0/23 8/23 2/23 0/23 0/23 0/23 0/23
(43,5%) (0%) (34,8%) (8,7%)  (0%) (0%) (0%) (0%)
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SEGUNDA ETAPA

HUMANOS

HISTOPATOLOGIA:

Todas las biopsias gastricas (100%) fueron positivas a la presencia de estructuras
morfolégicamente compatibles con Helicobacter spp. (criterio de inclusion: personas positivas a

formas compatibles con Helicobacter spp. en la histopatologia de las biopsias gastricas).

PCR:
De 30 pacientes estudiados, hubo 24 positivos a Helicobacter spp., todos positivos a H. pylori y
negativos a H. bizzozeronii, a H. felis, a H. salomonis, a H. heilmannii, a H. cynogastricus y a H.

suis. Hubo una muestra que dio negativa a Helicobacter spp. y positiva a H. pylori (Tabla 5).

Tabla 5. Especies de Helicobacter encontradas en las biopsias gastricas de humanos

determinadas por PCR

24/30 25/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
(80%) (83,3%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
PERROS
IMPRONTA:

En 28 de 30 improntas (93,3%) se observaron estructuras morfoldgicamente compatibles con

Helicobacter spp., y no se observaron en 2 improntas (6,7%) (Tabla 6 - Figura 6).

Tabla 6: Improntas de mucosa gastrica de perros

N° de muestras 28/30 (93,3%) 2/30 (6,7%)
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Figura 6: Impronta gastrica con estructuras compatibles con Helicobacter spp. (flecha) (May
Grunwald Giemsa, 1000X).

HISTOPATOLOGIA:
En el 100% de las histopatologias se observaron estructuras con morfologia compatible con

Helicobacter spp. (Figuras 7 y 8).

Figura 7: Corte histolégico de biopsia géstrica de perro, region antral. E (epitelio), LP (l&mina
propia), GG (glandulas géastricas) (H/E, 100X).
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Figura 8: Microfotografia de biopsia gastrica de perro, region antral. Se observan estructuras con
morfologia compatible con Helicobacter spp. (flechas) en la superficie del epitelio gastrico (E) y en
la cripta gastrica (CG) (H/E, 1000X).

De 30 perros estudiados, 7 (23,3%) tuvieron escasa cantidad de bacterias en la biopsia gastrica, 7

(23,3%) moderada cantidad, y 16 (53,4%) abundante cantidad (Tabla 7 - Figura 9).

Tabla 7: Cantidad de bacterias en las histopatologias de las biopsias gastricas de perros

Escasa Moderada Abundante
(hasta 10) (de 10 a 50) (més de 50)
N° de muestras 7/30 (23,3%) 7/30 (23,3%) 16/30 (53,4%)

G Rt

Figura 9: Microfotografia de biopsia gastrica de perro, region antral. Se observan estructuras con
morfologia compatible con Helicobacter spp. (flecha) en la superficie del epitelio gastrico (E) y en el
moco superficial (H/E, 1000X).
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De los 7 perros que tenian escasa cantidad de bacterias en la biopsia gastrica, ninguno (100%)
present6 alteraciones macroscopicas en la mucosa a la observacion endoscépica. De los 7 perros
gue tenian moderada cantidad de bacterias, 4 (57,1%) no presentaron alteraciones en la mucosa y
3 (42,8%) si. En cuanto a los 16 que tenian abundante cantidad de bacterias, 13 (81,3%) no

presentaron alteraciones en la mucosa y 3 si (18,7%) (Tabla 8 - Figuras 10y 11).

Tabla 8: Cantidad de bacterias en las histopatologias de las biopsias gastricas de perros y

aspecto endoscoépico de la mucosa

Cantidad de bacterias Mucosa sin alteraciones Mucosa con alteraciones
en biopsia gastrica endoscopicas endoscopicas
Escasa 717 (100%) 0/7 (0%)
Moderada 4/7 (57,1%) 3/7 (42,9)
Abundante 13/16 (81,3%) 3/16 (18,7%)

Figura 10: Vista endoscopica de la incisura angular del estbmago de perro.
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Figura 11: Vista endoscopica de la region del antro pilérico con abundante secrecién gastrica.

La mayoria de los perros que presentaban signos clinicos (80%) y la mayoria de los que no (76%),
tenian de moderada a abundante cantidad de bacterias en las biopsias géstricas (Tabla 9 - Figuras

12y 13).

Tabla 9: Cantidad de bacterias en las histopatologias de las biopsias géastricas de perros y

signos clinicos

Cantidad de bacterias Presencia de signos Ausencia de signos
en biopsia gastrica clinicos clinicos
Escasa 1/5 (20%) 6/25 (24%)
Moderada 2/5 (40%) 5/25 (20%)
Abundante 2/5 (40%) 14/25 (56%)
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Figura 12: Microfotografia de biopsia gastrica de perro, region antral. Se observan estructuras con
morfologia compatible con Helicobacter spp. (flechas) en la superficie del epitelio gastrico (E) y en
el interior de la glandula gastrica (GG) (H/E, 1000X).

Figura 13: Microfotografia de biopsia gastrica de perro. Estructuras con forma espiralada
compatibles con Helicobacter spp. (flecha) en el moco superficial (H/E, 1000X).

Casi en la totalidad de los perros (96,7%), tanto en los que tenian signos clinicos como en los que
no, el epitelio se encontraba sin alteraciones (Figuras 14 y 15), con excepcion de 1 perro que
presentaba marcada atrofia glandular, con hiperplasia del tejido como actividad reparadora.

De los 25 perros que no tenian signos clinicos, todos (100%) tuvieron infiltracién linfocitaria, 3
(12%) de forma leve, 13 (52%) moderada y 9 (36%) marcada; 23 perros (92%) tuvieron infiltracion
de células plasmaticas, 9 (39,1%) de forma leve, 9 (39,1%) moderada y 5 (21,8%) marcada.

En cuanto al tejido conectivo, 24 (96%) mostraron proliferacion, 5 (20,8%) de forma leve, 11

(45,9%) de forma moderada y 8 (33,3%) marcada.
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En cuanto a la mucosa, 19 (76%) tuvieron hiperemia, 10 (52,6%) en forma leve, 1 (5,3%)
moderada, y 8 (42,1%) marcada; 9 (36%) tenian edema y 6 (24%) hemorragia de mucosa (Tabla
10). De los 25 perros, 4 (16%) tenian hiperemia marcada con edema, 3 (12%) hiperemia leve con
edema y 2 (8%) tenian edema sin hiperemia, 4 (16%) tenian hiperemia marcada y hemorragia, y 2

(8%) hiperemia leve y hemorragia.

Tabla 10: Hallazgos histopatoldgicos en perros sin signos clinicos

Perros sin signos clinicos

Alteraciones del epitelio 1/25 (4%) marcada atrofia glandular
e hiperplasia del tejido

Infiltracion linfocitaria 25/25 (100%)
Infiltracion de células plasmaticas 23/25 (92%)
Proliferacién de tejido conectivo 24/25 (96%)
Hiperemia de mucosa 19/25 (76%)
Edema de mucosa 9/25 (36%)
Hemorragia de mucosa 6/25 (24%)

Figura 14: Microfotografia de biopsia gastrica de perro, region antral. Se observa el epitelio (E), las
glandulas gastricas (GG) y la ldmina propia (LP) (H/E, 1000X).
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Figura 15: Microfotografia de biopsia gastrica de perro, region findica. Se observa la lamina propia
(LP), las glandulas gastricas (GG), las células parietales y las células principales (H/E, 1000X).

En los 5 perros (100%) que tenian signos clinicos, el epitelio se encontraba normal.

En todos los perros (100%) se encontré infiltracion linfocitaria, en 1 (20%) de forma leve y en 4
(80%) de forma marcada.

En todos (100%) habia proliferacion de tejido conectivo, en 2 (40%) de forma leve y en 3 de forma
marcada (60%).

En cuanto a la mucosa, ningun perro presenté hemorragia, 1 (20%) presenté edema y 4 perros
(80%) tuvieron hiperemia, de estos, 2 (50%) hiperemia leve, 1 (25%) hiperemia moderada, y 1
(25%) hiperemia marcada (Tabla 11).

Hubo 4 perros en los que se encontraron abundante cantidad de eosindfilos, 2 en los que se
observé hiperplasia de las células mucosas del cuello, y 1 en el que se encontraron

polimorfonucleares neutrdfilos.

Tabla 11: Hallazgos histopatoldgicos en perros con signos clinicos

Perros con signos clinicos

Alteraciones del epitelio 0/5 (0%)
Infiltracion linfocitaria 5/5 (100%)
Proliferacién de tejido conectivo 5/5 (100%)
Hiperemia de mucosa 4/5 (80%)
Edema de mucosa 1/5 (20%)

Hemorragia de mucosa 0/5 (0%)
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PCR:

De 30 perros estudiados, 23 (76,7%) resultaron positivos a Helicobacter spp., y la identidad de las
especies fue determinada en el 45,8% de las muestras, 7 (23,3%) fueron positivas a H.
bizzozeronii y 1 (3,3%) a H. felis mediante la PCR mudiltiple. Ninguna fue positiva a H. pylori, a H.
salomonis, a H. heilmannii, a H. cynogastricus ni a H. suis. A las muestras positivas a Helicobacter
spp. y negativas a todas las especies estudiadas se les realizd la PCR basada en el gen ureAB, y
resultaron 1 (3,3%) positiva a H. felis, 2 (6,7%) a H. salomonis y 1 (3,3%) a H. heilmannii.

En el 54,2% de las muestras no se pudo determinar la especie mediante las PCRs especie
especificas. De los perros que fueron positivos a la PCR género Helicobacter especifica, 10
(33,3%) resultaron negativos a todas las especies estudiadas mediante las PCRs especie
especificas y 4 (13,3%) fueron positivos a la PCR basada en el gen UreAB pero no se pudo
determinar la especie por secuenciacion. Por otra parte, 1 de los perros que fue negativo a la PCR

género Helicobacter especifica, resultd positivo a la PCR especie especifica (Tabla 12).

Una muestra presenté 100% de similitud con una secuencia recientemente publicada pero sin
identidad de especie de un Helicobacter no cultivable, recuperado de una biopsia gastrica de un

perro en Japén (datos no publicados).

Tabla 12: Especies de Helicobacter encontradas en biopsias gastricas de perros

determinadas por PCR

Helicobacter H. H. H. H. H. H. H.
spp. pylori bizzozeronii felis salomonis heilmannii cynogastricus  suis
23/30 0/30 7/30 2/30 2/30 1/30 0/30 0/30

(76,7%) (0%) (23,3%) (6,7%) (6,7%) (3,3%) (0%) (0%)
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Analisis estadistico de los datos:

En la comparacion de la capacidad de deteccidon de bacterias a través de las tres técnicas
utilizadas (impronta, histopatologia y PCR), incluyendo los perros de las dos etapas (53 perros),
hubo diferencia estadisticamente significativa entre ellas (valor p=0.0000001) (Figura 16).
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Figura 16: Porcentaje de muestras gastricas positivas y negativas a Helicobacter spp. mediante

impronta, histopatologia y PCR.

En la comparacion de las técnicas de a pares, al evaluar la impronta y la PCR se detectd diferencia
estadisticamente significativa entre estas técnicas respecto a la presencia de bacterias (valor p=

0.0004) (Figura 17).
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Figura 17: Muestras gastricas positivas y negativas a Helicobacter spp. mediante impronta'y PCR.
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Mediante la regresiéon logistica no se pudo determinar estadisticamente que la presencia de
bacterias en el perro esté relacionada con la presencia de bacterias en el humano (p=0,10) (Figura
18).
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Figura 18: Perros y humanos positivos a Helicobacter spp. por PCR.

Si bien, graficamente se puede observar mayor proporcion de personas con la bacteria cuando
esta presente en el perro, y ademas el valor de OR es 5 con un IC95% (0,73-34,34), lo cual
significa que el riesgo de presentar la bacteria en el humano es 5 veces mas alto cuando esta

presente en el perro, esta conclusién no es significativa.
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CAPITULO IV
DISCUSION Y CONCLUSIONES
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DISCUSION
PERROS
Endoscopia:
Aspecto endoscoépico de la mucosa gastrica:

En la primera etapa de estudio, el 71,4% de los perros analizados, con escasa cantidad bacteriana
en la biopsia, no presenté alteraciones en la mucosa gastrica; el 50% con presencia de moderada
densidad bacteriana manifesto visibles signos de alteracion, y el 66,7% de los animales con
abundante presencia bacteriana no mostré alteraciones endoscépicas de la mucosa. Lo mismo
sucedi6 con los perros de la segunda etapa, ya que, los que tenian escasa cantidad de bacterias,
no tenian alteraciones en la mucosa; 57,1% con moderada cantidad, no tuvo signos visibles; y la
mayoria (81,3%) de los perros con abundante presencia bacteriana no presentaba alteraciones
endoscopicas de la mucosa. Estos hallazgos concuerdan con Paz Zuafiga (2002), quien no
encontré alteraciones evidentes en la mucosa gastrica a la observacidén endoscoépica de la mayoria
de los perros estudiados. Asimismo, Neiger et al. (1999) en un estudo realizado sobre 20 perros
Beagle infectados y con hallazgos histolégicos de gastritis, pero clinicamente sanos, no
encontraron alteraciones en el aspecto endoscoépico de la mucosa, aunque en otro grupo de 39
perros infectados, en 34 no encontraron alteraciones, pero en 5 observaron erosiones y también
hemorragias en la mucosa en 2 de ellos. Thibaut et al. (2007) estudiaron 29 perros, de los cuales,
la mayoria no evidenci6 alteraciones de la mucosa; en el 17,2% (5/29) se observ6 enrojecimiento
de la misma, abundante cantidad de mucus en el 20,7% (6/29), edema de la superficie gastrica en

el 6,9% (2/29) y ninguno evidencié erosiones o Ulceras.

Estos hallazgos demuestran que no en todos los casos las lesiones gastricas estan directamente
relacionadas con la presencia y cantidad de bacterias por muestra, aunque no todos los
investigadores acuerdan con esto, ya que por ejemplo Simpson y Burrows (1999), en el estudio
endoscépico de estbmagos con gran nimero de bacterias observaron zonas hiperémicas y gran
cantidad de mucus. Asimismo, Yamasaki et al. (1998) detectaron alteraciones de la superficie de la
mucosa géstrica con irregularidades de la misma en 20 y 25% de perros infectados, clinicamente
sanos y enfermos, respectivamente. Toledo Vieira et al. (2012) en un estudio sobre 60 perros,
encontraron 96,7% de presencia de bacterias NHPH, y observaron alteraciones macroscopicas de
la mucosa gastrica en 38,3% de los perros; hiperemia en el 30%, hemorragias petequiales en el
5% y erosiones y Ulceras en el 6,7%. El 100% de los perros que tenian Ulceras, el 66,7% de los
gue tenian hemorragias petequiales y casi el 90% de los que tenian mucosa hiperémica estaban

colonizados por especies NHPH.
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Se concluye que la apariencia de la mucosa gastrica a la observacion endoscépica no guarda
relacion con la presencia o ausencia de bacterias, con la cantidad de las mismas, ni con la
presencia o no de signos histologicos de gastritis, por lo cual, independientemente del aspecto de
la mucosa gastrica, siempre es necesario tomar muestras para realizar el estudio histopatoldgico

para comprobar la presencia 0 no de bacterias y de alteraciones del tejido.
Impronta:

En un alto porcentaje de las improntas realizadas a partir de las biopsias gastricas de los perros de
la primera y de la segunda etapa se encontraron estructuras compatibles con Helicobacter spp.
(92,3% y 93,3% respectivamente), en las cuales la cantidad de bacterias presentes fue abundante.
Estos resultados coinciden con los encontrados por Debongnie et al., 1994, Debongnie et al., 1995
y Neiger et al., 2009 quienes describen que la observacién de las improntas tefiidas con Gram o
Diff Quik, es un excelente método para la deteccién de estas bacterias por microscopia éptica y

han demostrado ser mas sensibles que la observacion histolégica de la biopsia gastrica.

El examen de la impronta se pudo realizar en forma inmediata a la toma de muestra realizando
tinciones rapidas (tipo Romanovsky), y las caracteristicas morfolégicas de estas bacterias

espiraladas se reconocieron facilmente, aunque sin identificar la especie.

Si bien la impronta resultd ser un excelente método para la deteccién de estas bacterias, ya que
fueron identificadas en 92,9% (52/56) de las improntas de los perros de la primera y de la segunda
etapa, con la histopatologia se detectaron en todas las muestras 100% (56/56), en contraste con
Debognie et al. (1995) quienes comunicaron que la impronta resulté ser mas sensible que la
observacion histolégica de las biopsias gastricas. Esto podria deberse a que en esos casos
particulares donde la impronta resulté negativa, la muestra fue tomada de una zona donde no se
encontraban bacterias, dada su distribucion en parches sobre la mucosa, tal como lo describieron
Hirschl y Makristathis (2007) y Lottspeich et al. (2007).

En conclusion, si bien la histopatologia es la técnica de deteccion de bacterias NHPH mas
confiable y sensible, la impronta es un método muy sencillo que permite detectarlas facilmente y en

forma répida.
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Histopatologia:
Tinciones:

Las bacterias géastricas fueron reconocidas facilmente en los cortes histoldgicos tefiidos con H/E. Si
bien Laine et al. (1997) describieron que con Giemsa se pueden ver mas facilmente los
Helicobacter que con H/E, se optd por esta Ultima coloracién, teniendo en cuenta que permite,
ademas, observar las alteraciones del tejido. Estaba prevista la realizacion de la coloracién de
Warthin-Starry a las muestras donde con las tinciones tradicionales no se observaran bacterias con
caracteristicas morfolégicas compatibles con especies NHPH, ya que es una tincion descripta
como mas satisfactoria para la observacion de organismos espiralados, pero dado que no hubo

dificultad en la visualizacion, no fue necesario realizar esta coloracion argéntica.
Cantidad de bacterias:

En cuanto a la cantidad de bacterias en las biopsias gastricas, 25% (14/56) de los perros de la
primera y de la segunda etapa tuvieron escasa cantidad de bacterias, 30,4% (17/56) moderada
cantidad y 44,6% (25/56) abundante. No hay una escala estandarizada para categorizar la cantidad
de bacterias por muestra, por lo cual se cre6 una escala ad hoc en forma arbitraria, semejante a la
utilizada por otros investigadores (Handt, 1994; Happonen et al., 1996) para la evaluacién

histoldgica de las biopsias gastricas.

En este estudio, de los 56 perros, sélo 11 tenian signos clinicos gastroentéricos, de los cuales la
mayoria presentaba de moderada a abundante cantidad de bacterias en la mucosa gastica. De
igual modo, la mayoria de los perros sin signos clinicos, también tenian de moderada a abundante

cantidad de bacterias y s6lo unos pocos presentaron escasa cantidad.

Estos hallazgos coinciden con lo manifestado por Eaton et al. (1996), quienes evaluaron la
presencia de bacterias gastricas espiraladas en 54 perros (31 de laboratorio, 8 de un albergue y 15
con afeccion gastrointestinal), y encontraron, tanto en los perros clinicamente sanos como en los
enfermos, de moderada a gran cantidad de bacterias ubicadas en las glandulas géstricas y sobre
la superficie epitelial, y escasas bacterias en algunos perros con enfermedad de origen extra
géastrico. También Happonen (1998), en 56 perros, 35 clinicamente sanos y 21 con signos

gastrointestinales, encontrd un grado moderado a marcado de colonizacién en ambos grupos.

Paz Zuhiga (2002) determiné el grado de infeccidén en el examen histologico de 28 muestras de
perros, sin discriminar entre sanos y enfermos, obteniendo un alto porcentaje de casos con
marcada infeccién, 57,1% en la zona fundica y 44% en la zona del antro pilérico. Jara Verdugo

(2003) en un estudio donde determind la presencia de estas bacterias en estdmago, intestino,
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higado y vesicula biliar de 34 perros, encontrd particularmente en estbmago, abundante cantidad
de bacterias, aunque tampoco diferencié entre sanos y enfermos. Robi¢ et al. (2007) determinaron
el ndmero de bacterias NHPH en muestras de estomago de 20 perros clinicamente sanos y
encontraron un gran numero de bacterias, especialmente sobre la superficie mucosa, pero también
en el lumen de las glandulas gastricas, en la profundidad de la mucosa gastrica y en algunos
casos, en la submucosa. En un solo caso encontraron gastritis ulcerosa, aunque el ndmero de
bacterias NHPH no fue mayor que en otros animales, por lo que se infirié que la presencia de estas
bacterias no fue la causa de las Ulceras. Por otro lado, Thibaut et al. (2007), encontraron en 25
muestras de perros, sin discriminar entre sanos y enfermos, que el 85,7% de las de la zona fundica

y el 68% de las del antro, presentaron de moderado a marcado grado de infeccion.

De acuerdo a lo hallado en este trabajo y en concordancia con otras investigaciones realizadas, se
concluye que la cantidad de bacterias encontradas en la mayoria de los casos es de moderada a
abundante, y que no hay diferencia en cuanto a la cantidad de bacterias encontradas en animales

sanos y con enfermedad gastrointestinal.
Hallazgos histopatolégicos:

En este estudio no se encontraron alteraciones del epitelio en la mayoria de los perros, tanto en los
gue tenian signos clinicos como en los que no, pero hubo de leve a marcada infiltracién linfocitaria.
Amorim et al. (2015) en cambio, encontraron ademas de infiltracion linfocitaria, de leve a moderada

injuria epitelial gastrica.

Las células inflamatorias que se encontraron en la lamina propia fueron linfocitos, células
plasmaticas y, en menor medida, neutréfilos y eosindfilos. Hubo en algunos casos hiperplasia de
las células mucosas del cuello y, en otros, degeneracién glandular. Estos hallazgos son similares a
los de Hermanns et al. (1995), quienes encontraron que la degeneracién glandular era
generalmente acompafiada por acumulacién de linfocitos y, en menor grado, por la presencia de

granulocitos neutrofilos.

Los diferentes autores refieren presencia de linfocitos y de células plasméticas y en la mayoria de
los casos gastritis cronica leve (Weber et al., 1958; Henry et al., 1987; Lee et al., 1992; Geyer et al.,
1993; Handt et al., 1994; Hermanns et al., 1995), aunque en un estudio hecho por Happonen et al.,
(1996) si bien todos los perros tuvieron gastritis cronica leve, en algunos se encontré gastritis activa
leve, conjuntamente con gastritis cronica. Fox et al. (1991), Handt et al. (1994) y Happonen (1996)
sugieren que los neutréfilos no juegan un rol importante en la gastritis canina, lo cual coincide con

nuestro trabajo, en el cual estas células fueron observadas en escasa cantidad.
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En acuerdo con estudios previos, las bacterias NHPH fueron observados en este trabajo en el
mucus superficial y dentro de las glandulas gastricas (Happonen et al., 1996; Wiinberg et al., 2005;
Amorim et al., 2015).

En cuanto a la relacion entre la cantidad de bacterias y los hallazgos histopatolégicos, alrededor
del 45% de los perros tenian abundante cantidad de bacterias, de los cuales la mayoria (86,6%)
presenté un grado moderado a marcado de gastritis, evidenciado por la presencia de células
plasmaticas y moderada a marcada infiltracion linfocitaria. De los que tuvieron escasa cantidad de
bacterias, la mayoria tuvo una gastritis de moderada a marcada. Si bien varios investigadores
informaron la existencia de una correlacién entre la infeccion con especies NHPH y patologia
gastrica (Henry et al., 1987; Lee, 1989; Lee et al., 1992; Lecoindre et al., 1995), Eaton et al. (1996)
no pudieron establecer una relacion significativa entre ambas, y Hermanns et al. (1995) y Yamasaki

et al. (1998) informaron la ausencia de tal correlacion.

No se conoce claramente la accién patégena que tienen las especies NHPH en la mucosa gastrica
del perro, aunque pareciera ser de importancia debido a las lesiones que se observan en las
células parietales infectadas. Por otra parte, tampoco se sabe acerca de las diferencias en la
patogenicidad que podrian tener las distintas cepas de una misma especie de NHPH (Weber et al.,
1958; Henry et al., 1987; Geyer et al., 1993; Hermanns et al., 1995).

En cuanto a la relacién entre la especie bacteriana y los hallazgos histopatol6gicos, de los perros
infectados con H. bizzozeronii, los que tenian de moderada a abundante cantidad de bacterias,
tenian de moderada a marcada infiltracion linfocitaria, infiltracion de células plasméticas, marcada
proliferacién de tejido conectivo y algunos tenian hiperemia. Los que tenian escasa cantidad de
bacterias, tuvieron de moderada a marcada infiltracion linfocitaria, leve infiltracion de células
plasmaticas y de moderada a marcada proliferacion de tejido conectivo subepitelial. Ninguno de los

portadores de esta especie tuvo signos clinicos.

Dos perros tuvieron H. felis, uno con moderada cantidad de bacterias y con signos clinicos
gastrointestinales y otro con abundante cantidad de bacterias pero sin signos clinicos. En la
histopatologia ninguno presentaba alteraciones del epitelio, tenian de moderada a marcada
infiltracion linfocitaria y de células plasmaticas, y de moderada a marcada proliferacion de tejido
conectivo e hiperemia. A pesar de tratarse de sélo dos perros, esto acuerda con Diker et al. (2002)
quienes manifestaron que H. felis sélo se ha encontrado en perros con gastritis crénica y no en
perros con histologia géstrica normal. Lee et al. (1992) observaron hiperplasia linfoide en las zonas
subglandulares y a veces entre las glandulas luego de la infeccion experimental con H. felis,
aunque, Simpson et al. (2000) encontraron un grado similar de inflamacién en perros infectados

experimentalmente con H. felis y en perros controles no infectados.
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Ninguno de los dos que tenian H. salomonis presentaban signos gastrointestinales, ambos tenian
abundante cantidad de bacterias, con moderada infiltraciéon linfocitaria, de leve a moderada
infiltracion de células plasmaticas, de moderada a marcada proliferacion de tejido conectivo, y uno
de ellos, marcada hiperemia. Amorim et al. (2015) informaron gastritis leve, con leve injuria

epitelial, fibrosis e infiltracion linfocitica.

En conclusion, los hallazgos histopatologicos mas frecuentes fueron infiltracion linfocitaria,
presencia de células plasmaticas y proliferacion de tejido conectivo; la hiperemia, el edema y la
hemorragia se presentaron en algunos casos y fibrosis en pocos. La mayoria de los perros tenian
de moderada a abundante cantidad de bacterias y signos histolégicos de gastritis cronica leve, por
lo que las bacterias no causarian alteraciones histolégicas importantes. Quizas algunos animales
en forma individual sean mas susceptibles a presentar alteraciones en la mucosa o alguna especie
o cepa de una misma especie bacteriana pueda inducir diferentes alteraciones histopatologicas.

La mayoria de los perros en este estudio eran clinicamente sanos, por consiguiente, pareciera que
la presencia de bacterias NHPH no tendria significancia clinica en perros sanos, a pesar de la
presencia histolégica de una gastritis crénica, por lo tanto el grado de colonizacion de NHPH no
estaria directamente relacionado con los cambios histopatoldgicos, ni con la presencia de signos

clinicos.
Prevalencia:

En cuanto a la prevalencia determinada mediante histopatologia, en el 100% de los perros
estudiados (56/56), tanto en los de la primera etapa, algunos de los cuales no tenian propietario,
como en aquellos de la segunda etapa, todos con duefio, y tanto en los que presentaban signos
clinicos gastrointestinales (11/56) como en los que no (45/56), se encontraron estructuras
morfolégicamente compatibles con bacterias NHPH. A pesar de que la prevalencia podria variar
segun el area geografica estudiada, este hallazgo acuerda con los antecedentes bibliograficos de
estudios realizados en otras partes del mundo, que informan que estas bacterias se encuentran
frecuentemente en el perro, siendo casi universal su presencia en la mucosa gastrica. Asi, ya
desde las primeras investigaciones al respecto hasta los Ultimos trabajos publicados, los

porcentajes de bacterias NHPH encontradas, no han variado significativamente.

En este estudio la prevalencia encontrada en animales sanos fue de 100% (45/45), porcentaje
encontrado también por Weber et al. (1958), quienes detectaron especies NHPH en todos los
perros adultos normales estudiados y por Henry et al. (1987) que hallaron una tasa de infeccion del
100% en Beagles de laboratorio. Eaton et al. (1996) también evaluaron la prevalencia de las

bacterias gastricas espiraladas mediante histopatologia en 39 animales clinicamente sanos de
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laboratorio y de refugio, encontrandolas en el 100% de los perros. Happonen (1998) detectd
especies NHPH en el 100% de los perros sanos (n=25) y Cattoli et al. (1999) encontraron en el
estudio de las biopsias gastricas de perros sanos, 100% (15/15) de positivos a estructuras
compatibles con bacterias NHPH. Sin embargo, Yamasaki et al. (1998), informaron mediante
histologia, una prevalencia del 61%, mucho menor a la documentada por el resto de los
investigadores. Por los resultados del presente estudio y lo comunicado por la mayoria de los
autores, a excepcion de Yamasaki et al. (1998), las bacterias NHPH en perros sanos se

encuentran en un 100% de los casos investigados mediante histologia.

Porcentajes similares fueron encontrados por otros autores que realizaron el estudio de
prevalencia de especies NHPH mediante histopatologia, aunque en perros de procedencia
desconocida y por lo tanto sin antecedentes de su historia clinica. Asi Paz Zufiiga (2002), obtuvo
una frecuencia de presentacién del 100% en un estudio sobre 29 perros, Jara Verdugo (2003)
encontr6 en 34 perros, una frecuencia de presentacion de 94,1%, De Toledo Vieira et al. (2012) en
60 perros detectaron la bacteria en el 96,7% de los animales y Okubo et al. (2017) en 96 perros,
reportaron una prevalencia de 100%. Por lo tanto, en estos casos en los que no se conocia si los

animales eran sanos o enfermos, la prevalencia también fue cercana al 100%.

En cuanto a los perros de este estudio que presentaban signos de enfermedad gastrointestinal, en
el 100% (11/11) se visualizaron bacterias NHPH mediante histopatologia. Los porcentajes
encontrados por otros autores en estudios sobre prevalencia de NHPH detectadas por
histopatologia en animales enfermos con signos digestivos es variable, y oscila entre 61% y 95%.
Geyer et al. (1993) encontraron una frecuencia de bacterias NHPH de 73,8%; Hermanns et al.
(1995) en el 82% de 122 biopsias, Eaton et al. (1996) en el 67% de 15 perros y Yamasaki et al.
(1998) en el 61% de 56 perros y reportaron ademas, que la prevalencia en perros con signologia
clinica no fue significativamente mayor que en los clinicamente sanos (86%). Happonen (1998) en
un estudio sobre 21 perros, encontrd bacterias NHPH en el 95% de los mismos; Cattoli et al. (1999)
en un 80% de perros (8/10) y Diker et al. (2002), en un 84,4% de 122 perros eutanasiados por
diferentes enfermedades. A pesar de que hubo diferencias en la prevalencia encontrada en perros
con signos clinicos en este estudio con respecto a otros autores, de todas maneras, los

porcentajes reportados por ellos es alto, superando en todos los casos el 60%.

Se concluye que la prevalencia encontrada por histopatologia, tanto en animales sanos como en

aquellos con signos gastrointestinales, es alta.

La prevalencia de especies NHPH encontrada en perros mediante PCR fue del 80%; en perros con

signos clinicos de patologia digestiva fue también del 80% y en perros sin signos del 76%.
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Neiger et al. (1999), en Suiza, encontraron especies NHPH en el 100% de 20 perros Beagle
clinicamente sanos; Nam y Kim (2000), en el 88,5% de 87 perros, y Hwang et al. (2002)
determinaron la prevalencia de infeccion en 40 perros sanos, aunque realizaron el estudio por zona
del estdbmago, por lo cual no informan la prevalencia total, pero resulté de 67,5% en el fundus, de

77,5% en el cuerpo y 67,5% en el antro.

Neiger et al. (1999), Hwang et al. (2002) y Van den Bulck et al. (2005 a) estudiaron mediante PCR
la presencia de bacterias NHPH en 45, 28 y 100 perros con signos clinicos y encontraron una
prevalencia de infeccion del 89, 100 y 71,8% respectivamente. Wiinberg et al. (2005) analizaron
muestras gastricas de 22 perros con signos gastrointestinales crénicos en Dinamarca, Yy

encontraron especies NHPH en 76,7% de los perros.

Tanto en los perros con signos clinicos como en los sanos, la prevalencia encontrada en este
trabajo fue alta, similar a lo reportado por todos estos autores, a excepcién de Amorim et al. (2015),
guienes analizaron muestras gastricas de 69 perros en Portugal y detectaron bacterias NHPH

mediante PCR en el 47,8% de los perros, algunos sanos y otros con diferentes patologias.

De acuerdo a estos resultados, se deduce que las bacterias NHPH no estdn asociadas a la
presencia 0 ausencia de signos clinicos, ya que la mayoria de los animales sanos fueron

portadores de estas bacterias.
Raza, sexo, edad:

En este estudio, estas bacterias fueron encontradas en perros de todas las edades, de ambos
sexos, y en mestizos y de razas puras. Esto coincide con lo comunicado por Happonen (1996),
quien encontré igual prevalencia en perros de distintas edades, de ambos sexos y ademas no

encontré asociacion entre la edad y la densidad de colonizacion.

Neiger (1999), Paz Zulfiga (2002) y Okubo et al. (2017) también encontraron una distribucion
homogénea de los animales en cuanto al sexo, ya que tanto los machos como las hembras
presentaban bacterias de forma similar, y con respecto a la edad, estudiaron animales en un rango
de 1 a 16 afos y encontraron positividad para las bacterias en todos los grupos. En cambio, Dicker
et al. (2002) observaron que la colonizacion de la mucosa géastrica por especies NHPH aumentaba
con la edad y Jara Verdugo (2003) encontr6 un leve predominio de hembras positivas a NHPH y la
mayor proporcion de animales positivos estuvo en el grupo etario menor a 1 afio y mayor a 5 afios.
Los animales menores de un afio resultaron positivos a la bacteria en un 100% en la mayoria de
las muestras estudiadas, por lo que la frecuencia de presentacién fue alta en cachorros lactantes,

lo que se podria explicar por la transmision desde la madre durante el periodo de lactancia.
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En un trabajo previo realizado por la autora de esta tesis (Guendulain et al., 2017), se detectd una
prevalencia cruda de especies NHPH en 50 perros muestreados a través de PCR del 58% (29/50) -
IC 95: 43,3-72,7%-; el 68,9% fueron perros mestizos y 31,1% fueron de raza pura, el 65,5%
machos y 34,5% hembras, de los cuales el 48,3% eran perros menores de 3,8 afios de edad y el

51,7% mayores.

Segun los resultados obtenidos en este estudio, y en concordancia con la mayoria de los autores,
se concluye que la presencia de especies NHPH seria independiente de la raza, del sexo y de la

edad de los perros.
Estilo de vida:

Los perros de la primera etapa que participaron de este estudio, residian en una zona urbana con
una poblaciéon canina numerosa, con alta densidad de perros callejeros y por lo tanto con alta
probabilidad de contacto entre ellos, debido a que la mayoria permanecia mucho tiempo en la via
publica. A pesar de ello, no se encontraron diferencias en las prevalencias de infeccion entre

perros con propietarios con salidas controladas y perros de vida libre.

Algunos autores (Paz Zufiga, 2002; Thibaut et al., 2007) sugieren que las altas frecuencias de
especies NHPH podrian deberse a que los perros estudiados, si bien tenian propietario,
permanecian la mayor parte del tiempo en la via publica, posibilitando el contacto entre animales y
facilitando la transmision de la bacteria. Sin embargo, en el presente estudio, la alta prevalencia se
encontré tanto en perros de vida libre, como en perros con salidas limitadas. Estos autores
sugieren también, que la infeccion podria ser adquirida durante el periodo de lactancia, siendo la
madre el reservorio en la transmision, dado que se han encontrado en perros menores al afio de
edad (Hanninen et al., 1998). Esto Ultimo podria explicar la presencia de especies NHPH en perros

sin acceso al exterior.

Teniendo en cuenta la forma de transmision de las bacterias NHPH, se podria inferir que los perros
gue viven en la calle o que tienen acceso a la via publica y por lo tanto mayor contacto con otros
perros, podrian tener mayor prevalencia de infeccion por especies NHPH, sin embargo, no se han
encontrado resultados que avalen esta teoria, por el contrario, no se hallaron diferencias entre los

perros que residian en la via publica, de aguellos con propietario y sin salida al exterior.
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PCR:
Especies encontradas:

La prevalencia total encontrada en perros en este trabajo mediante PCR fue del 80% y el género
Helicobacter fue identificado en el 76,7% de los perros, lo cual concuerda con estudios previos
(Yamasaki et al., 1998; Wiinberg et al., 2005). Hubo muestras que resultaron negativas en la PCR
a pesar de haberse observado en la histopatologia estructuras con morfologia caracteristica de
Helicobacter spp., lo que podria deberse probablemente, a que la muestra para PCR fue tomada
de un lugar donde no habia bacterias, dada su distribucion irregular en la mucosa, a la degradacion
del ADN durante la conservacion de las muestras o a la presencia de inhibidores de la PCR
(Schrader et al., 2012)

La identidad de las especies de Helicobacter fue determinada en el 45,8% de las muestras
positivas al género Helicobacter, a diferencia de Wiinberg et al. (2005) quienes pudieron identificar
las especies en el 82% de los perros. En otros estudios se ha reportado que en mas del 50% de
los perros positivos no se pudo identificar la especie (Eaton et al., 1996; Jalava et al., 1998; Neiger
et al., 1999), tal como lo sucedido en esta investigacion, donde en el 54,2% de las muestras no se
pudo determinar la especie mediante las PCRs especie especificas. De los perros que fueron
positivos a la PCR género Helicobacter especifica, el 33,3% resulté negativo a todas las especies
estudiadas mediante las PCRs especie especificas y el 13,3% fue positivo a la PCR basada en el
gen UreAB pero no se pudo determinar la especie por secuenciacion. Por otra parte, 1 de los
perros que fue negativo a la PCR género Helicobacter especifica, resultd positivo a la PCR especie
especifica, lo cual indica que la realizacibn de méas de una técnica molecular aumenta las

probabilidades de deteccién de la bacteria.

En este estudio no se encontré6 H. pylori en las muestras de perros, en coincidencia con los
reportes bibliograficos (Weber et al., 1958; Henry et al., 1987; Geyer et al., 1993; Hermanns et al.,
1995), a pesar de que Buczolits et al. (2003) en Austria, informaron el hallazgo de esta especie
mediante la secuenciacion parcial del gen 16S ARNr en muestras gastricas de 2 de 4 perros
estudiados, aunque no lograron su aislamiento. Los autores sugirieron que quizds la mucosa
géstrica canina no sea un ambiente favorable para la supervivencia de H. pylori, y que entonces no
se habria podido realizar su aislamiento debido a que en estas condiciones desfavorables puede
cambiar su forma de espiralada a cocoide, y estas formas cocoides son viables pero no cultivables.
Posteriormente, Astudillo Vergara (2009) en Chile y Ulgen et al. (2016) en Turquia, también
comunicaron el hallazgo de esta especie en unos pocos perros. Sin embargo, consideran la
posibilidad de que sea una especie muy estrechamente relacionada, con moderada similitud a H.
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pylori, con 96.6%-98% de identidad genética. Por lo tanto, el riesgo de infeccion de perros con H.

pylori podria ser mayor en paises donde la misma es mas prevalente en humanos.

Por otro lado, H. pylori fue aislado s6lamente de primates no humanos y de felinos domésticos
(Handt et al., 1994; Handt et al. 1997). Fox et al. (1995) lograron infectar experimentalmente a
gatos domésticos con H. pylori y aislar la bacteria de saliva y secciones gastricas y encontrar ADN

de H. pylori en heces felinas y placa dental. No existen reportes similares en perros.

De los 30 perros de la segunda etapa estudiados en el presente trabajo de tesis doctoral, 23
(76,7%) resultaron positivos a Helicobacter spp., de los cuales 7 (23,3%) fueron positivos a H.
bizzozeronii, 2 (6,7%) a H. felis, 2 (6,7%) a H. salomonis, 1 (3,3%) a H. heilmannii, y ninguno a H.
cynogastricus y a H. suis. De los perros que fueron positivos a la PCR género Helicobacter
especifica, 11 (36,7%) fueron negativos a la PCR especie especifica, probablemente por no

tratarse de alguna de las especies estudiadas.

En relacion a las especies de NHPH, en los perros estudiados se observd un predominio de H.
bizzozeronii (7/30), lo que guarda relacién con lo descripto por Neiger et al. (1999), Baele et al.
(2004), Priestnall et al. (2004), Van den Bulck et al. (2005) y Wiinberg et al. (2005), quienes afirman
gue H. bizzozeronii es la especie que predomina en la mucosa gastrica del perro. Hwang et al.
(2002) y Amorim et al. (2015), en cambio, encontraron como especie mas prevalente a H.
heilmannii, sin embargo los primeros sb6lo estudiaron dos especies, H. heilmannii y H. felis, y los
segundos encontraron que los amplicones obtenidos en la PCR especifica para H. heilmannii
s6lamente mostraron un 92% de homologia con H. heilmannii, por lo que fueron reclasificados
como H. heilmannii-like. Estas especies podrian ser una variante de H. heilmannii adaptada al
huésped o ser una nueva especie. Por otro lado, si bien Wiinberg et al. (2005) encontraron a H.
bizzozeronii como la especie mas prevalente, destacaron que H. heilmannii fue la segunda especie

mas frecuentemente hallada.

H. felis se encontr6 en un numero limitado de perros (2/30), en concordancia con otros
investigadores como Neiger et al. (1999), Hwang et al. (2002), Priestnall et al. (2004), Amorim et al.
(2015) y Wiinberg et al. (2005), quienes encontraron H. felis en pocos estdbmagos caninos y a
diferencia de lo comunicado por Van den Bulck et al. (2005 a), quienes encontraron esta especie
en méas del 50% de los perros belgas investigados. Dado que las secuencias de los genes 16S
ARNr de H. bizzozeronii, H. felis y H. salomonis tienen 99% de semejanza, la determinacion de
esta secuencia no es suficiente para la identificacion de especies. Por este motivo estos autores
utilizaron la tDNA-PCR que amplifica los espacios intergénicos tRNA y produce patrones de
electroforesis especificos de especie, permitiendo la identificacién por comparacién con una base

de datos.
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H. salomonis también se encontrd en pocos perros (2/30), en uno de los casos acompafiado por H.
bizzozeronii. Van den Bulck et al. (2005 a) también lo encontraron en baja proporcion y en
combinacién con otras especies, Amorim et al. (2015), en cambio, encontraron a H. salomonis

como la segunda especie mas prevalente y en el 42% de los casos junto con otras especies.

Pareciera que el hallazgo del tipo de especie de NHPH varia con la zona geogréfica estudiada, asi
en Finlandia, Suiza, Estados Unidos y Dinamarca H. bizzozeronii y H. salomonis fueron las mas
cominmente encontradas, seguidas por H. felis y H. heilmannii (Jalava et al., 1998; Priestnall et al.,
2004; Wiinberg et al., 2005). En Bélgica (Van den Bulck et al., 2005 a), H. bizzozeronii también fue
la especie més prevalente, pero H.felis y H. heilmannii-like fueron esporadicamente encontradas,

mientras que en Portugal la de mayor prevalencia fue H. heilmannii-like.

La infeccién mixta de dos o mas especies en forma conjunta, no fue un hallazgo frecuente en esta
investigacion, a diferencia de la mayoria de los demas trabajos, donde lo informan como
caracteristica de la infeccion con estas bacterias (Neiger, 1999; Amorim et al.,, 2015). La
bibliografia cita diferentes combinaciones, sobre todo en el caso de H. salomonis que siempre se
ha encontrado en forma conjunta con otra especie y nunca en infeccidbn Unica. En esta
investigacion, si bien se ha encontrado una infeccion mixta de H. bizzozeronii y H. salomonis,

también hubo un caso en que H. salomonis fue encontrado como infeccién Unica.

En conclusion, los perros de este estudio fueron colonizados por una variedad de especies de
Helicobacter, siendo H. bizzozeronii la mas prevalente. De acuerdo a estos resultados y a los
datos de la bibliografia, esta especie no sé6lo es la mas frecuentemente encontrada en perros, sino
gue ademas los porcentajes son, en general, elevados. H. felis es otra de las especies que se
encuentra comidnmente, aunque en porcentajes bajos, generalmente inferiores al 10%. Algunos
autores comunican el hallazgo de H. heilmannii, que incluye en algunos casos, a las especies
conocidas como H. heilmanni tipo Il, tales como H. bizzozeronii, H, felis y H. salomonis lo que
podria explicar los bajos porcentajes comunicados de H. salomonis y altos porcentajes de H.

heilmannii.

Las especies NHPH tienen una alta prevalencia y una distribucion mundial, H. bizzozeronii es la
mas prevalente y las demas especies muestran algunas diferencias de presentacién segin la

regién geografica.
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HUMANOS
Prevalencia:

La prevalencia hallada en humanos mediante PCR a nivel de género fue del 80%, mientras que
para H. pylori fue del 83,3%. No se detectaron resultados positivos para las restantes especies
bacterianas estudiadas. Esto coincide con los datos aportados por la bibliografia en cuanto a que la
especie que predomina en la mucosa gastrica del humano es H. pylori, siendo encontrado en 30 a
100% de las gastroscopias (Stolte et al., 1994), y que la prevalencia de infeccién por especies
NHPH, aunque varia segin la zona geogréfica, es mucho mas baja (Yang et al., 1995; Mention et
al., 1999; Svec et al., 2000; lerardi et al., 2001; Kaklikkaya et al., 2002; Boyanova et al., 2003). A su
vez, en cuanto a la prevalencia de las distintas especies de NHPH, la de H. suis es mas alta que la
de otras especies, y en orden decreciente H. salomonis, H. felis y H. bizzozeronii (Van den Bulck et
al., 2005 a, b).

PCR:
Especies encontradas:

El 80% de los pacientes humanos estudiados resultd positivo a Helicobacter spp. y también a H.
pylori, aunque hubo 1 negativo a Helicobacter spp. pero positivo a H. pylori. Todos fueron
negativos a H. bizzozeronii, a H. felis, a H. salomonis, a H. heilmannii, a H. cynogastricus y a H.

suis.

Dado que la bibliografia informa la posible condicién zoonética de las especies NHPH, y teniendo
en cuenta la relacion estrecha que existia entre algunas de las personas estudiadas y sus perros,
era esperable encontrar algin humano infectado con estas especies. Esto no sucedi6 asi, y podria
deberse quizas, como lo explican Solnick y Schauer (2001), a que estas bacterias no estén tan
adaptadas al ambiente gastrico humano, ya que la infeccién de los seres humanos con estas
bacterias es rara a pesar del contacto frecuente con los animales domésticos, asi como H. pylori
podria estar mejor adaptado a los humanos y no a los perros. Ademas, como las infecciones
concomitantes de H. pylori y especies NHPH son raramente descriptas, se ha sugerido que H.

pylori podria inhibir el crecimiento de las NHPH y viceversa.

Por otra parte, debido a que las infecciones con bacterias NHPH producen signos clinicos mas
leves que las infecciones con H. pylori, probablemente las personas infectadas con NHPH no
concurran a la consulta médica y por ende, estas infecciones sean subdiagnosticadas. Solamente

un bajo porcentaje de pacientes humanos con gastritis severa tienen, a la observacion
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microscopica de biopsias gastricas, bacterias grandes, de forma espiralada, compatibles con
NHPH.

Van den Bulck et al. (2005 a) estudiaron muestras de biopsias gastricas con presencia histoldgica
de bacterias compatibles con especies NHPH de 123 pacientes humanos de diferentes hospitales
de Bélgica y Alemania, y encontraron tasas variables de H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis,
"Candidatus Helicobacter suis" y un fragmento desconocido de 135 pb que fue referido como
HLO135. Como infecciones Unicas, "Candidatus Helicobacter suis" fue la especie de Helicobacter
més prevalente (30,9%), H. salomonis, H. felis, H. bizzozeronii y H. pylori se encontraron en el
11,4, en el 8,9, en el 2,4 y en el 8,9% de las muestras respectivamente y en el 7,3% HLO135.

Hubo infecciones mixtas con diferentes especies, incluyendo H. pylori en el 16,3% de las muestras.

La alta prevalencia de bacterias NHPH en perros ha generado el interrogante acerca del rol que
estos podrian tener en la transmisién al hombre. Si bien no estd documentada de manera
concluyente la transmision zoonotica, existen informes que sugieren la transmision de especies
NHPH de los perros a los seres humanos y otros que sustentan el contacto de pacientes infectados

con especies NHPH con mascotas.

Aungue en este trabajo no se pudo determinar significancia estadistica cuando se analiz6 si la
presencia de las bacterias en el perro influye sobre la presencia de bacterias en el humano, el valor
OR da indicios de que la presencia en el perro influiria sobre la presencia en el humano. Quizas la

falta de significancia estadistica se pueda deber al pequefio tamafio de la muestra.

Conocer mas acerca de las especies de NHPH que colonizan el estbmago humano contribuiria a
entender la patogénesis, epidemiologia y patologia de estas infecciones, por lo que seria
sumamente importante que médicos patblogos y gastroenter6logos comuniquen el hallazgo de
estas bacterias y se profundice su estudio a través de la aplicacion de métodos de diagndéstico mas

especificos.

Y| MV Esp Corina Guendulain



“Deteccidn de especies de Helicobacter en perros y humanos”

Doctorado en Ciencias de la Salud, UNC

CONCLUSIONES

En las personas con signos clinicos de gastritis cronica estudiadas la Unica especie encontrada fue

H. pylori. No se encontraron especies NHPH.

En los perros las especies encontradas fueron H. bizzozeronii, H. felis, H. salomonis y H.

heilmannii. No se encontrd H. cynogastricus, H. suis, ni H. pylori.

La especie mas prevalente en el perro fue H. bizzozeronii, seguida de H. felis y H. salomonis, y por

tltimo de H. heilmannii s.s.

La identidad de las especies de Helicobacter presentes en las muestras gastricas de humanos y de

perros pudo ser determinada mediante la técnica de PCR.

Los hallazgos histopatolégicos en la mucosa gastrica fueron similares en los perros infectados por

las distintas especies de Helicobacter.

La presencia de especies de Helicobacter resulté independiente de la raza, sexo y edad. Tampoco
hubo diferencias en las prevalencias de infeccibn entre perros con propietarios con salidas

controladas y perros de vida libre.

No se encontraron las mismas especies en personas con gastritis crénica portadoras de
Helicobacter y en sus perros, por lo que no se puede concluir que exista transmision humano-perro

0 viceversa.
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Anexo 1: Tablas

Tabla 1: Resultados de las histopatologias, improntas y PCR de la mucosa gastrica de los perros

de la primera etapa.
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BIOPSIA GASTRICA

Histopatologia (H/E) Impronta PCR
PERRO (H. spp)
1-HUSKY Moderada Presencia Positivo
2-KIKA Moderada Presencia N
3-PETISO Escasa Presencia N
4-PARVO Abundante Ausencia Positivo
5-PICACHA Moderada Presencia N
6-LUNA Escasa Presencia N
7-TRICOLOR Abundante Presencia N
8-PIT Moderada Presencia N
9-NEGRI Abundante Presencia Positivo
10-BARBITA Abundante Presencia N
11-MARGARITA Moderada Presencia Positivo
12-SUsSlI Escasa Presencia N
13-JASPEADO Abundante Presencia Positivo
14-GINA Moderada Presencia Positivo
15-CAMILO Moderada Presencia Positivo
16-MORENA Abundante Presencia N
17-BEAGLE Moderada Presencia Positivo
18-RONALD Escasa Presencia N
19-HEIDI Moderada Presencia Positivo
20-TITA Escasa Presencia N
21-DANTE Abundante Presencia N
22-CHACAL Moderada Presencia Positivo
23-NAHUEL Abundante Presencia N
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Tabla 2: Resultados de las histopatologias, improntas y PCR de la mucosa géstrica de los perros

de la segunda etapa.

BIOPSIA GASTRICA
Histopatologia Impronta PCR

PERRO (H/E) (H. spp)
1-NIETZCHE Abundante Presencia Positivo
2-SAMUEL Abundante Presencia Positivo
3-CONDOR Moderada Presencia Positivo
4-LUA Moderada Presencia Positivo
5-CORTITO Abundante Presencia Positivo
6-TERRY Abundante Presencia Positivo
7-LEO Abundante Presencia Positivo
8-ROCO Abundante Presencia Positivo
9-PAMPITA Escasa Presencia N

10-CHOLA Escasa Presencia Positivo
11-TOMAS Moderada Presencia Positivo
12-FIONA Escasa Presencia N

13-ROQUI Abundante Presencia Positivo
14-LAIKA Moderada Presencia Positivo
15-MAILI Escasa Presencia Positivo
16-HORACIO Escasa Ausencia N

17-SIMBA Abundante Presencia Positivo
18-FRODO Moderada Presencia Positivo
19-CHIQUITO Escasa Presencia Positivo
20-MARA Moderada Presencia Positivo
21-SASHA Abundante Presencia Positivo
22-0TTO Abundante Presencia N

23-LOLA Abundante Ausencia N

24-NEVO Abundante Presencia N

25-0SITO Abundante Presencia Positivo
26-LAIZA Abundante Presencia Positivo
27-ENZO Escasa Ausencia N

28-COCO Abundante Presencia Positivo
29-PINTA Abundante Presencia Positivo
30-CHARO Moderada Presencia Positivo
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Tabla 3: Especies de Helicobacter en muestras gastricas de los humanos.

HUMANO H. H. H. H. H. H. H. H.
spp. pylori | bizzozeronii felis salomonis | heilmannii | cynogastricus | suis | UreAB

1 Positivo Positivo N N N N N N N

2 Positvo | Positivo N N N N N N py(llc-:r.i)
3 Positivo Positivo N N N N N N

4 Positivo | Positivo N N N N N N p%ri)
5 Positivo Positivo N N N N N N

6 Positivo Positivo N N N N N N

7 Positivo Positivo N N N N N N

8 Positivo Posiivo N N N N N N

9 Positivo Positivo N N N N N N p)%.ri)
10 Positivo Positivo N N N N N N

11 Positivo Positivo N N N N N N

12 N N N N N N N N N
13 N Positivo N N N N N N N
14 Positivo Positivo N N N N N N

15 Positivo Positivo N N N N N N

16 N N N N N N N N

17 Positivo Positivo N N N N N N

18 Positivo Positivo N N N N N

19 N N N N N N N N N
20 Positivo Positivo N N N N N N

21 Positivo Positivo N N N N N N

22 Positivo Positivo N N N N N N p)%.ri)
23 Positivo Positivo N N N N N N

24 N N N N N N N N N
25 Positivo Positivo N N N N N N N
26 N N N N N N N N N
27 Positivo Positivo N N N N N N

28 Positivo Positivo N N N N N N

29 Positivo Positivo N N N N N N

30 Positivo Positivo N N N N N N
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Tabla 4: Especies de Helicobacter en muestras gastricas de los perros de la segunda etapa.

PERRO H. H. H. H. H. H. H. H.

Spp. pylori | bizzozeronii felis salomonis | heilmannii | cynogastricus suis UreAB
1 Positivo N Positivo N N N N N
2 Positivo N Positivo N N N N N sa(IoHrﬁ.)
3 Positivo N Positivo N N N N N +
4 Positivo N N N N N N N fSI-I'S
5 Positivo N N N Positivo N N N sa(Ilo.)
6 Positivo N N N N N N N N
7 Positivo N N N N N N N N
8 Positivo N N N N N N N N
9 N N N N N N N N N
10 Positivo N Positivo N N N N N
11 Positivo N N N N N N N N
12 N N N N N N N N N
13 Positivo N N N N N N N +
14 Positivo N Positivo N N N N N
15 Positivo N N N N N N N +
16 N N N N N N N N N
17 Positivo N N N N N N N N
18 Positivo N N N N N N N he(ill-lrﬁ.)
19 Positivo N Positivo N N N N N
20 Positivo N N N N N N N N
21 Positivo N N N N N N N
22 N N N Positivo N N N N
23 N N N N N N N N
24 N N N N N N N N
25 Positivo N Positivo N N N N N N
26 Positivo N N N N N N N +
27 N N N N N N N N
28 Positivo N N N N N N N
29 Positivo N N N N N N N
30 Positivo N N N N N N N
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Tabla 5: Especies de Helicobacter en biopsias gastricas de los perros y de sus propietarios
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21

22

23
24

25
26
27

28
29
30

H. pylori (Hp)

H. bizzozeronii (Hb)

H. felis (Hf)

H. salomonis (Hs)
H. heilmannii (Hh)

H. cynogastricus (Hc)

H. suis (Hsu)
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Signos Cantidad de )
Perros clinicos bacterias HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS
. -, Infiltracion de . .
Epitelio '.’”""‘?‘C"?” células Pr_gllferamon_de Hiperemia Edema Hemorragia
linfocitaria plasmaticas tejido conectivo
1 No Abundante Normal Moderada Leve Marcada No No No
2 No Abundante Normal Moderada Moderada Marcada No No No
3 No Moderada Normal Marcada Marcada Moderada Marcada No No
4 Si Moderada Normal Marcada Marcada Marcada Marcada Si No
5 No Abundante Normal Moderada Leve Moderada Marcada No No
6 No Abundante Normal Leve Ausente Ausente Leve Si No
7 No Abundante Normal Marcada Marcada Moderada Leve No No
8 Si Abundante Normal Marcada Moderada Leve Leve No No
9 No Escasa Normal Moderada Moderada Moderada Marcada No Si
10 No Escasa Normal Marcada Leve Marcada No No No
11 Si Moderada Normal Marcada Moderada Marcada Moderada No No
12 Si Escasa Normal Leve Ausente Leve No No No
13 No Abundante Normal Moderada Moderada Leve Marcada No No
14 No Moderada Normal Moderada Leve Moderada Leve No No
15 No Escasa Normal Moderada Marcada Moderada Marcada Si No
16 No Escasa Normal Moderada Moderada Moderada Marcada No Si
17 No Abundante Anormal Marcada Marcada Marcada atrofia Marcada Si Si
glandular

5| MV Esp Corina Guendulain
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18 No Moderada Normal Moderada Moderada Leve No Si No
19 No Escasa Normal Moderada Ausente Moderada Leve Si No
20 No Moderada Normal Moderada Leve Leve No Si No
21 Si Abundante Normal Marcada Marcada Marcada Leve No No
22 No Abundante Normal Moderada Marcada Marcada Leve No No
23 No Abundante Normal Marcada Moderada Moderada Leve Si Si
24 No Abundante Normal Leve Leve Leve Moderada No No
25 No Abundante Normal Moderada Moderada Moderada Marcada Si Si
26 No Abundante Normal Marcada Moderada Moderada No No No
27 No Escasa Normal Marcada Moderada Marcada Leve No No
28 No Abundante Normal Leve Leve Leve Leve No No
29 No Abundante Normal Marcada Leve Marcada Leve No Si
30 No Moderada Normal Marcada Leve Marcada Leve Si No

5| MV Esp Corina Guendulain
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Anexo 2: Consentimiento informado del paciente

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

(o T doy mi consentimiento para que se disponga
de las muestras y de los resultados de mis examenes médicos y los de mis mascotas para que
sean utilizados exclusivamente en la investigaciéon de la que se me ha informado, sin posibilidad
de compartir o ceder éstas, en todo o en parte, a ningun otro investigador, grupo o centro distinto
del responsable de esta investigacion o para cualquier otro fin.

He leido y comprendido la informacidon sobre la investigacién y mis preguntas han sido respondidas
de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.

Por ello, firmo este consentimiento informado de forma voluntaria para manifestar mi deseo de
participar en este estudio de investigacion “Deteccién de especies de Helicobacter en perros y
humanos” hasta que decida lo contrario. Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de
mis derechos. Recibiré una copia de este consentimiento para conservarlo y poder consultarlo en

el futuro.
Nombre del paciente colaborador: .............ccooiiiiiiiiiii
DNE

Firma:

Nombre del investigador: ...
DNE e,

Firma:

He explicado al Sr/a la naturaleza y los

propésitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacion y la de su mascota y he contestado a sus preguntas. Una vez concluida la sesion de

preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Firma del investigador: Fecha:

MV Esp Corina Guendulain
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Anexo 3: Consentimiento informado del propietario del perro

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por la presente doy mi consentimiento para que se disponga de las muestras y de los resultados
de los exdmenes médicos de mi perro para que sean utilizados exclusivamente en la investigacion
de la que se me ha informado, sin posibilidad de compartir o ceder éstas, en todo o en parte, a
ninguan otro investigador, grupo o centro distinto del responsable de esta investigacion o para
cualquier otro fin.

He sido informado sobre la investigacion y entiendo que los datos obtenidos en la misma pueden
ser publicados o difundidos con fines cientificos.

Por ello, firmo este consentimiento informado de forma voluntaria para manifestar mi autorizacion
para que mi mascota participe en este estudio de investigacion “Deteccidon de especies de

Helicobacter en humanos y perros”.

Nombre y Apellido: .......ooiviii
DNE o

DN o

2| MV Esp Corina Guendulain
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Anexo 4: Comité de ética

COMITE DE ASESORAMIENTO ETICO DE INVESTIGACION EN ANIMALES (CAE)
UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO CUARTO

COMITE DE ETICA

Formulario para uso de animales de laboratorio

Cuando las Investigaciones incluyen el uso de animales de laboratorio vertebrados, se debera
adicionar a la documentacion general solicitada para la presentacion de protocolos el siguiente

formulario debidamente completado.-

SECCION 1

Investigador principal: Méd. Vet. GUENDULAIN, Corina (Doctorando).

En el marco del Programa de Investigacion “Medicina y cirugia experimental en modelos animales”,
dirigido por el MV Anibal Bessone.

Co-investigadores: Dra. M.V. Griselda Gonzalez, Médico cirujano Claudio Moscone, Médico
cirujano Marcos Olivero, Médico cirujano Marcos Miguel, Médica cirujana Carolina Balducci.

Equipo Técnico y Auxiliares: M.V. Marina Caffaratti, M.V. Pablo Gonzalez.

Titulo del protocolo: “Deteccién de algunas especies de Helicobacter en perros y humanos”.

Fuente de Financiamiento: SeCyT-UNRC.

l. CATEGORIA DE INVESTIGACION (marcar con una cruz el casillero que corresponda)

a. [No envuelve dolor o potencialmente envuelve ligero dolor o sufrimiento momentaneo*.

X Potencialmente envuelve dolor menor o suffimiento, de corta duracién que seran
tratados con anestésicos/analgésicos o tranquilizantes apropiados.

C. U Involucra mantenimiento crénico de animales con enfermedad, incomodidad Yy/o

procedimientos con potencialidad de producir dolor o sufrimiento moderados, que seran

tratados con anestésicos/analgésicos o tranquilizantes apropiados.

d. [ Potencialmente, involucra dolor o sufrimiento mayor que el de una inyeccion rutinaria que

no puede/no ser4 aliviado, por anestésicos /analgésicos /tranquilizantes apropiados.

. CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES
Especies: caninos
Sexo: machos y hembras
Edad/Peso: entre 1y 20 afios y entre 2 y 40 kg

MV Esp Corina Guendulain
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Proveedores: personas con diagnéstico de gastritis crénica positivas a H. y que son
propietarias de perros.

Total de animales a ser utilizados: 30

1. MATERIALES O PROCEDIMIENTOS PELIGROSOS

(Radiois6topos, agentes infecciosos, carcindgenos, toxicos)

Describir los procedimientos

*) Ligero dolor momentaneo se define como no mayor que el nivel y duracion del dolor de una

inyeccion de rutina

SECCION 2
l. Propésito del estudio: Determinar si las personas con signos de gastritis cronica H.

positivas que poseen perros como mascotas, comparten las mismas especies de H.

I Valor potencial del estudio: Una aproximacion a la realidad en lo que respecta a las
especies de H. en la mucosa gastrica de los perros de nuestro medio y su correlacion con las
halladas en el hombre, podria contribuir a esclarecer las dudas existentes en cuanto al potencial
zoonGtico que éstas representan, y por lo tanto, a la profilaxis y al tratamiento de la patologia
gastrica humana. Podria ademas, tener alguna implicancia en la aplicacibon de nuevas

metodologias diagndsticas menos invasivas que las actuales.

1. Alternativas al uso de animales propuesto (se entiende por alternativas aquellas técnicas 6
estrategias experimentales que cumplan con el principio de las 3R’s: Reemplazo, Refinamiento y
Reduccién. Detallar especialmente las alternativas a procedimientos que puedan causar dolor,
malestar, angustia o dafios prolongados): No existen alternativas a la inclusién de perros en este
trabajo, debido a que se pretende estudiar la implicancia que puede tener el contacto entre ellos y
las personas, por lo cual es necesario que se cumpla esa condicion de convivencia y trabajar con

esos individuos especificamente.

V. Justificacion de la especie y de la utilizacién de animales (si corresponde): El perro posee
en su estdbmago varias especies de H., algunas de las cuales también han sido encontradas en el
estomago de los humanos, por lo cual se presume que el perro podria tener alguna participacion

en la transmision.

V. Procedimientos a utilizar con detalles del disefio y la metodologia experimental incluyendo
las variables a controlar y el andlisis estadistico a aplicar: A los perros se les tomaradn muestras de

saliva, de materia fecal y se les realizara endoscopia gastrica. Se les realizara anestesia general

MV Esp Corina Guendulain
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con el siguiente protocolo: nalbufina (1mg/kg) + acepromacina (0,05 mg/kg) y atropina (0,03 mg/kg)
IM como premedicacioén, propofol (5 mg/kg) IV a efecto para la induccion e intubacion y goteo de

propofol para el mantenimiento.

Para la gastroscopia el paciente se colocara en decubito lateral izquierdo. Se utilizara un
videoendoscopio con un tubo de inserciéon de 1,4 m de largo, 9,8 mm de diametro y canal de
biopsia de 2,8 mm. El equipo se introducira por la boca hasta llegar al estémago y mediante el
pasaje de una pinza de biopsia por el canal de trabajo del endoscopio, se tomaran muestras de la
mucosa gastrica de las distintas zonas del estomago. El endoscopio y la pinza de biopsia seran
lavados con un detergente adecuado y desinfectados con glutaraldehido entre la toma de una

muestra y otra.

VI. Justificacion del nimero de animales (criterio estadistico utilizado): Se realizara un estudio
de tipo experimental donde las variables en estudio no tienen alta frecuencia de presentacion, por

lo cual el n debe permitir hallarlas.

VII. Restriccion al movimiento con descripcion, justificacion, duracién y habituacion y/o
entrenamiento. El procedimiento de gastroscopia tiene una duracion aproximada de 15-20 minutos
(contabilizando el tiempo de preparacién del animal, anestesia, la endoscopia y la toma de
muestra). Posteriormente el paciente queda bajo vigilancia unos minutos hasta la recuperacién de

la conciencia.

VIII. Control del dolor y sufrimiento durante el procedimiento (describir y justificar analgésicos,
ansioliticos y anestésicos): Se realizara anestesia general con el siguiente protocolo: nalbufina
(Img/kg) + acepromacina (0,05 mg/kg) y atropina (0,03 mg/kg) IM como premedicacion, propofol (5
mg/kg) IV a efecto para la induccién e intubacién y goteo de propofol para el mantenimiento. La
nalbufina es una droga analgésica opioide, efectiva para inhibir el dolor de origen visceral, de leve
a moderado. Tiene un periodo de accion de 6-8 horas, por lo cual garantiza una recuperacién
postoperatoria confortable y sin dolor. La acepromacina es un tranquilizante mayor, que combinado
con la nalbufina produce una accién neuroleptoanalgésica, potenciando los efectos sedantes de la
misma. El propofol es un anestésico hipndtico cuyos efectos se logran en escasos segundos y

brinda una recuperacion rapida y segura, ideal para procedimientos de corta duracion.

IX. Estimacion del potencial dolor post-quirdrgico e intervenciones a realizar en relacion al
mismo: Se sugerira al propietario que con posterioridad al procedimiento (en su domicilio) controle

algunas variables indicadoras de dolor tales como: falta de apetito, decaimiento, salivacion,

MV Esp Corina Guendulain
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dilatacion de pupilas, jadeo, vomitos, etc. Ante esta eventualidad debera comunicarse con el
equipo de trabajo para que evalGe la situacion.

X. Cuidados postprocedimientos (incluyendo los monitoreos, criterios para establecer dolor o
sufrimiento, analgésicos, antibidticos, etc.): Se colocara un antiacido inyectable (ranitidina) y el

propietario le administrara un protector de la mucosa gastrica (sucralfato).

XI. Eutanasia y disposicion de animales (describir métodos, criterios, criterios para eutanasia

anticipada y destino final de los animales): Ninguno de los animales sera sometido a eutanasia.

XII. Cualificacién(es)/experiencia_del investigador(es) para cada individuo mencionado en la

Seccion 1 (describir responsabilidades de cada persona y familiaridad con las caracteristicas
comportamentales fisioldgicas y anatdmicas de las especies a utilizar, y experiencia relevante con
los procedimientos especificos. Médicos cirujanos: gastroenterélogos que realizan los estudios
endoscopicos en los pacientes humanos. M.V. Corina Guendulain: realizacion de las endoscopias
en los perros. Dra. M.V. Griselda Gonzalez: toma de biopsias gastricas de perros. M.V. Pablo
Gonzélez: anestesista. M.V. Marina Caffaratti: asistente en la técnica endoscépica. M.V. Anibal

Bessone: coordinador.

XIII. Datos del Centro responsable por el mantenimiento de los animales (detallar barreras
sanitarias y sistemas de calidad empleados): Los procedimientos seran realizados en las
instalaciones del Hospital de Clinica Animal de la FAV-UNRC y una vez concluidos los

procedimientos de muestreo regresara a su domicilio con su propietario.

XIV.  Comentarios del investigador: La toma de muestra gastrica es un procedimiento médico

invasivo pero sencillo que se practica en pacientes humanos y animales con signos de gastritis.
Este procedimiento sélo implica la molestia de la introduccion del endoscopio por la orofaringe,
pero no conlleva dolor o el mismo es minimo. En animales se realiza bajo anestesia general, con lo
cual el paciente sélo padece el stress y el dolor de la colocacion de una inyeccion IM y de un
catéter intravenoso. Luego de la gastroscopia el paciente regresa a su domicilio.

XV. Referencias (opcional).

XVI  Compromiso del Investigador Principal: Declaro que toda la informacion anterior es exacta,

de acuerdo a mi mejor conocimiento y que conozco y seguiré los principios directrices

Internacionales para la Investigacion Biomédica, CIOMS, Ginebra 1985. (Adjuntos)

El CAE tomara en cuenta como marco normativo de referencia:

MV Esp Corina Guendulain
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Directrices Internacionales para la Investigacion Biomédica, CIOMS, Ginebra 1985. (Adjuntos).

Las legislaciones nacional, provincial y municipal sobre estos temas de bioética animal.

Cédigos de ética reconocidos internacionalmente. Principio de las 3R’s: Reemplazo,
Refinamiento y Reduccion.

El Estatuto de las Carreras del Investigador Cientifico y Tecnoldgico y del Personal de Apoyo a

la Investigacion y el Desarrollo. Otras normas del CONICET.

Documentos producidos por el CECTE.

INFORME _COMITE DE EVALUACION ETICA DE LA UNRC

Resultado Evaluacién

Aprobado

Aprobado con recomendacion
Solicitud de enmienda
Rechazado

Firma Autoridad/ Responsable

Firma Autoridad/ Responsable

Firma Autoridad/ Responsable

Fecha

MV Esp Corina Guendulain
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Anexo 5: Ficha de pacientes humanos

Nombre del paciente:

Historia Clinica:

Sexo: Edad: Fecha:
Direccion: Teléfono:

Profesional actuante: Institucion:

Motivo de consulta (signos clinicos):

Dolor gastrico: Anorexia:

Voémitos: alimentarios/biliosos
Nauseas:

Disfagia:

Diarrea:

(Evolucion de cada uno)

Perros en la casa:

Cantidad:

Viven: dentro de lacasa [] en el patio [ ]
Duermen: dentro de lacasa [ ] en el patio [ ]
Contacto estrecho: si[] no []

Presentan signg_Jigestivos?: si. [ | no[ ]

Hematemesis:
Regurgitacion:
Sensacion de plenitud:

Disminucién de peso:

ambos |:|

ambos [ |  cama propietario
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Fecha

PACIENTE

Resefia

Propietario

Ficha
patologia

Ficha

clinica

Signos

clinicos

Signhos
endoscopicos
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Anexo 7: Produccién

PUBLICACIONES

Histopatologia versus impronta de mucosa gastrica para la deteccidon de Helicobacter spp.
en perros.

Guendulain C, Gonzélez G, Caffaratti M, Gonzélez P, Babini S, Bessone A, Martinez V.

Revisiobn Médica Pequefias Especies, ISSN 2007-3933. Revista electronica, Vol. 10, 44-60,
México, 2012.

Deteccion de Helicobacter spp. en biopsias gatricas, saliva y materia fecal de perros.
Guendulain C, Gonzélez G, Babini S, Caffaratti M, Gonzalez P, Bessone A, Tamiozzo P, Bagnis
G.

Revisiébn Médica Pequefias Especies, ISSN 2007-3933. Revista electronica, Vol. 13, 36-48,
México, 2013.

Deteccién de Helicobacter bizzozeronii y Helicobacter felis en biopsias géstricas de perros.
Guendulain, C.; Gonzélez, G.; Pelliza, B.; Caffaratti, M.; Bessone, A.; Tamiozzo, P.

Revista Cientifica de la Universidad del Zulia, Venezuela. ISSN 0798-2259. Vol. 26 (5), pp. 286-
292, 2016.

Helicobacter gastricos en perros y gatos y su significancia en la salud humana.
Guendulain, C.; Sibilla, ML.
Revista Cientifica FAV-UNRC Ab Intus, ISSN 2618-2734, 2 (1): 93-100.

PRESENTACIONES EN REUNIONES CIENTIFICAS

Presentacion en poster: “Diagnostico de Helicobacter en caninos. Resultados preliminares”.
Guendulain C.; Gonzalez G.; Caffaratti M.; Bessone A.; Bagnis, G.; Otegui, F.

Il Jornadas de Clinica de Pequefios Animales, FAV, UNRC. Res. CD N° 209/10. Septiembre
2010.

Presentacion en poster: “Deteccion de Helicobacter spp. en biopsias gastricas, secreciones
orales y materia fecal de perros”.

Guendulain, C.; Gonzalez, G.; Caffaratti, M.; Gonzalez, P.; Tamiozzo, P.; Bessone, A.; Bagnis, G.;
Galetto, M.; lllanes, N.

Xl Congreso Nacional de AVEACA, Congreso Conmemoracion 250 afios de la profesiéon. Buenos

Aires. 4y 5 de Agosto de 2011.
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Presentacion en poster: “Histopatologia versus impronta de biopsia gastrica para el
diagnostico de Helicobacter spp. en perros”.

Guendulain, C.; Gonzélez, G.; Gonzalez, P.; Caffaratti, M.; Babini, S.; Bessone, A.

Il Jornadas de Clinica de Pequefios Animales, FAV, UNRC, 22 y 23 de Septiembre de 2011.
Res. CD N° 206/11.

Presentacién en poster: “Diagnéstico de Helicobacter spp. en perros: impronta versus
histopatologia de biopsia gastrica”.

Guendulain, C.; Gonzdlez, G.; Gonzalez, P.; Caffaratti, M.; Babini, S.; Bessone, A.; Bagnis, G.;
Tamiozzo, P.

XIII Congreso Nacional de AVEACA. Buenos Aires. 19 y 20 de Septiembre de 2013.

“Deteccidn de Helicobacter spp. en biopsias gastricas, saliva y materia fecal en perros”.
Guendulain, C.; Gonzalez, G.; Babini, S.; Caffaratti, M.; Gonzalez, P.; Bessone, A.; Tamiozzo, P.;
Bagnis, G.

VI Jornada Cientifico-Técnicas FAV. Rio Cuarto. 14 de Noviembre de 2013.

“Histopatologia versus impronta de biopsia gastrica para el diagndstico de Helicobacter
Spp- en perros”.

Guendulain, C.; Gonzalez, G.; Gonzalez, P.; Caffaratti, M.; Babini, S.; Bessone, A.

VI Jornada Cientifico-Técnicas FAV. Rio Cuarto. 14 de Noviembre de 2013.

“Deteccidn de Helicobacter spp. en biopsias gastricas y en saliva y materia de perros”.
Guendulain, C.; Tamiozzo, P.; Bessone, A.
VI Jornada Cientifico-Técnicas FAV. Rio Cuarto. 14 de Noviembre de 2013.

“Diagndstico de Helicobacter spp. en perros: impronta versus histopatologia de biopsia
gastrica”.
Guendulain, C.; Gonzéalez, G. Gonzélez, P.; Caffaratti, M.; Babini, S.; Bessone, A.; Bagnis, G.;

Tamiozzo, P.
VI Jornada Cientifico-Técnicas FAV. Rio Cuarto. 14 de Noviembre de 2013.

“Deteccion de Helicobacter spp. en biopsias gastricas, secreciones orales y materia fecal de
perros”.
Guendulain, C.; Gonzélez, G.; Caffaratti, M.; Gonzalez, P.; Tamiozzo, P.; Bessone, A.; Bagnis, G.;

Galetto, M.; lllanes, N.
VI Jornada Cientifico-Técnicas FAV. Rio Cuarto. 14 de Noviembre de 2013.
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Presentacion en poster: “Deteccion de especies de Helicobacter en saliva de humanos y
perros mediante la reaccion en cadena de la polimerasa”.

Guendulain, C.; Tamiozzo, P.; Gonzalez, G.; Bessone, A.

XV Jornadas Argentinas de Microbiologia. Cérdoba, Argentina, 14, 15y 16 de Agosto de 2014.
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